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RESUMEN:

La variedad fenotipica, aunado a una heterogeneidad morfolégica con reducidas
diferencias meristicas, y la escasez de material comparativo, ha propiciado la descripcion
de més de una docena de entidades taxonomicas nominales (ETN) del género Urotrygon.
Histéricamente, esto ha originado cuestionamientos y discusiones acerca de la validez
de muchas de estas especies. Estos debates e incongruencias taxondmicas han
repercutido en la actualidad, evidenciada en la disimil riqueza considerada como valida
por diversos autores. Hace mas de tres décadas, se realizo la Unica revision taxondmica
en este grupo, basado en morfometria lineal. Pese a la valiosa informacion
proporcionada, el desconocimiento de informacién de linea de base para este grupo es
aun grande. La presente investigacion tiene tres objetivos principales: i) realizar una
revision taxonémica integrativa (i.e. morfométrica, meristica y genética), ii) abordar la
filogenia del género vy iii) proponer una hipétesis biogeografica del género Urotrygon Gill,
1863. La resolucion taxonOmica de este estudio estd basada en 19 medidas
morfométricas, las cuales fueron transformadas y estandarizadas para los analisis e
interpretacion con Analisis de Componentes Principales (ACP), Analisis de Varianza
Multivariado con Permutaciones (PERMANOVA), Analisis de Similaridad (ANOSIM) y
Andlisis Discriminantes (AD). La meristica fue abordado a partir de imagenes de Rayos
X, tomografias disponibles en linea y el descarnado de ejemplares frescos. Para los
analisis molecualres, el gen mitocondrial Nicotinamida Adenina dinucleétido (NADH:2) fue
empleado como marcador molecular taxonémico principal y el Citocromo Oxidasa 1
(COIl) como complementario. Secuencias genéticas de un mismo ejemplar por especie
fueron amplificada (NADH2, COl y el gen nuclear RAG-1) y empleados para los analisis
filogenéticos. La filogenia del grupo fue abordada por medio del enfoque de Maxima
Verosimilitud (ML) e Inferencia Bayesiana (IB). Simultaneamente, fue posible ultra-
parametrizar los arboles filogenéticos obtenidos, datando las divergencias evolutivas del
género. Finalmente, la biogeografia histdrica (i.e. los procesos de vicarianza, de
dispersién y extincion) fue abordada haciendo uso del arbol filogenético Bayesiano con
una matriz binaria de las eco-regiones marinas. Un total de 205 ejemplares catalogados
en museos nacionales e internacionales pertenecientes a 11 ETN fueron analizados, los

cuales provienen de diversas eco-regiones marinas del continente americano. Los
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analisis taxondmicos integrativos fueron congruentes para soportar la validez taxonémica
de nueve especies, incluyendo la resurreccion taxonomica de Urotrygon asterias (Jordan
& Gilbert, 1883). La informacion morfoloégica y meristica fue congruente con estudios
previos, donde caracteres asociados a la aleta caudal, tamafio de los ojos, y numero de
espinas en la linea dorsal permiteron discernir entre especies de Urotrygon. Sin embargo,
la efectividad para separar especies disminuye entre especies cuando su divergencia ha
sido reciente, resultando en caracteres e informacion sobrepuestas. Aunado a lo anterior,
procesos micro evolutivos fueron observados a nivel intraespecifico, detectando clados
poblacionales geogréficamente bien definidos. La filogenia confirma a este género como
un grupo monofilético. Los procesos biogeogréficos y geo-historicos ocurridos en este
continente en los ultimos 20 millones de afios, contribuyeron a la radiacion evolutiva de
Urotrygon, por medio de procesos de dispersion, vicarianza y extincion. Las radiaciones
evolutivas relativamente recientes (<10 millones de afio) de este grupo de peces,
endémico de las costas del continente americano, explicarian la similitud fenotipica entre
las especies, particularmente, las que comparten un ancestro derivado reciente en
comun. Las eco-regiones de Chiapas-Nicaragua y Nicoya son las areas hipotetizadas
como la fuente de origen y dispersiéon del género Urotrygon, donde los cambios
geoldgicos fisicos y ambientales (corrientes y calentamientos globales) durante el
Plioceno, aceleraron los procesos de especiacion y radiacion a la distribucion
actualmente conocida para este género. En esta investigacion la distribucion geogréfica

actual de las especies de Urotrygon es redefinida y actualizada.

Palabras claves: ADN, América, batoideos, Chondrichthyes, evolucion, morfometria.
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ABSTRACT:

The phenotypic variety, together with a morphological heterogeneity with slight meristic
differences, and the austerity of comparative material, has allowed the description of more
than a dozen nominal taxonomic entities (NTES) of the genus Urotrygon. Historically, this
has led to questions and discussions about the validity of many of these species. These
debates and inconsistencies have impacted today, evidenced in the richness considered
valid for the Urotrygon genus by various authors. More than three decades ago, the only
taxonomic revision in this group was performed, based on linear morphometry. Despite
the valuable information provided, the ignorance of baseline information for this group is
still great, being reviewed by various authors and researchers from this continent. This
research has three main objectives: i) to carry out an integrative taxonomic review
(morphometric, meristic and genetic), ii) to address the phylogeny and iii) to propose
hypotheses of the biogeography of the genus Urotrygon Gill, 1863. The taxonomic
resolution of this study It was based on 19 morphometric measurements, which were
transformed and standardized for analysis and interpretation with Principal Component
Analysis (PCA), PERMANOVA, ANOSIM, Discriminant Analysis (AD) with forward step
wise and Mahalanobis distances. The meristics was approached from X-ray images,
tomographies available online and fleshy fresh specimens. The mitochondrial gene
Nicotinamide Adenine dinucleotide (NADH2) was used as the main taxonomic molecular
marker and Cytochrome Oxidase 1 (COI) as a complementary one. For phylogenetic
analysis, genetic sequences of the same specimen per species were amplified (NADH2,
COl, and the RAG-1 nuclear gene). The phylogeny of the group was approached by
means of the maximum likelihood (ML) and Bayesian inference (IB) approach.
Simultaneously, it was possible to ultra-parameterize the phylogenetic trees obtained,
dating the evolutionary divergences of the genus. Finally, the biogeography and the
processes of vicariance, dispersal and extinction were approached making use of the
Bayesian phylogenetic tree with a binary matrix of the marine eco-regions. A total of 205
specimens cataloged in national and international museums belonging to 11 NTEs were
analyzed, coming from various marine ecoregions of the American continent. On average
two out of 10 specimens consulted were misidentified. The integrative taxonomic

analyzes were consistent in supporting the taxonomic validity of nine species, including

14



the taxonomic resurrection of Urotrygon asterias. Given the pandemic conditions, it was
not possible to include data for two endemic species from Panama. The morphological
and meristic information was congruent with previous studies, where characters
associated with the tail fin, eye size, and number of spines on the dorsal line allow us to
discern between Urotrygon species. However, the effectiveness of separating species
decreases between species whose divergence has been recent, resulting in overlapping
characters and information. In addition to the above, microevolutionary processes were
observed at the intraspecific level, detecting geographically well-defined population
clades. The phylogeny generated with the information included in this research, confirms
this genus as a monophyletic group, whose biogeographic and tectonic processes that
occurred on this continent in the last 20 million years, contributed to the processes of
dispersion, vicariousness and extinction of radiation evolutionary of the genus Urotrygon.
The relatively young evolutionary radiation (<10 millions of years ago) within this group of
fish, endemic to the coasts of the American continent, would explain the phenotypic
similarity between these species, particularly those that share a recent common ancestor.
The eco-regions of Chiapas-Nicaragua and Nicoya are hypothesized as the source of
origin and dispersal of the genus Urotrygon in the American continent, where physical
and environmental geological changes (currents and global warming) during the Pliocene
accelerated the speciation processes and radiation to the currently known distribution for
this genus. In this investigation the geographic distribution of Urotrygon species is

redefined and updated according to the results of this investigation.

Keywords: DNA, America, batoids, Chondrichthyes, evolution, morphometry.
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INTRODUCCION

La division Batomorphi (sensu Nelson et al., 2016) pertenece a la Infraclase
Elasmobranchii y esta integrada por cuatro 6rdenes, 17 familias, 83 géneros y mas de
660 especies reconocidas como validas (Nelson et al., 2016; Pollerspock y Straube,
2021). Las caracteristicas principales de esta division son presentar un cuerpo deprimido
(i.e. aplanados dorso-ventralmente), aberturas branquiales en posicion ventral, aletas
pectorales unidas a su parte anterior de la cabeza, ausencia de aleta anal, ojos y
espiraculos en posicion dorsal y la ausencia de membrana nictitante (Nelson et al., 2016).
Segun la literatura taxonomica de este grupo de peces, han sido mencionados también
como Batoidoidimorpha, Hypotremata, Rajimorphi y Batoidea (Jardas, 1984; Cervigon,
1991, Castro-Aguirre y Espinoza-Pérez, 1996; Braccini y Chiaramonte, 2002; Last et al.,
2016; Nelson et al., 2016a; Weigmann, 2016). Particularmente, este ultimo taxon
pertenecio a la categoria de superfamilia (i.e., Batoidea), y ha sido la denominacién mas
frecuente que se ha perpetuado hasta nuestros dias (e.g. Last et al., 2016, Weigmann,
2016). Sin embargo, Nelson et al. (2016) resefa que la palabra batoideo es una manera
equivocada y errada de referirse a este grupo de peces. La forma gramatical y
taxondmicamente acertada segun estos autores es batomorfos o batomorph (inglés)
(Nelson et al.,, 2016) y recientemente adoptada por Ehemann et al. (2018; 2021,

Ehemann et al. enviado,1, 2 y 3); la cual, se sigue en la presente investigacion.

El origen de la forma corporal (i.e. deprimida) de los batomorfos ha sido tema de
discusion. McEachran y Aschliman (2004) resefiaron que las formas actuales pudieron
derivar a partir de dos linajes ancestrales independientes. Estos autores proponen que
la forma del orden Rajiformes se origind probablemente de un ancestro comun con los
Rhinobatiformes, mientras que la forma corporal del orden Myliobatiformes
probablemente derivé de un ancestro mas relacionado con los Platyrhinidos. La filogenia
general de taxa superiores (de orden para arriba) ha sido bien documentada y soportada
con enfoques e hipétesis morfométricos y moleculares (Aschlimann et al. 2012, Naylor
etal., 2012; Nelson et al., 2016; Last et al., 2016a). Sin embargo, la ubicacion taxonémica
en casos particulares como el grupo de los Platyrhinidos (Platyrhinidae) y Zanobatidos
(Zanobatidae), es aun controversial, siendo incluidos tanto dentro del orden

Torpediniformes, Myliobatiformes o como grupo cercano a éstos (Aschlimann et al.,
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2012, Naylor et al., 2012; Nelson et al., 2016; Last et al., 2016a). Por ende, la filogenia
de las especies de batomorfos a niveles de taxa inferiores es un tépico poco explorado.

La divisiébn Batomorphi presenta una riqueza superior (por mas de 100 especies)
a la actualmente reportada para la divisién Selachii, es decir, los tiburones (Nelson et al.,
2016). Los estudios e informacién generada a partir de especies de batomorfos, es
relativamente reciente, respecto a los publicado de los tiburones. Para ejemplificar este
punto, estudios, atlas, libros e informacion de sistematica, taxonomia y distribucion en
tiburones a nivel mundial son realizados de forma periddica desde la década de los 80
(e.g. Compagno, 1984; 2001; Ebert y Fowler, 2013; Ebert et al. 2021). Por otro lado, el
primer compendio de especies de batomorfos a nivel mundial se publico hasta 2016 (Last
et al., 2016a), obra que ha fungido como un parteaguas reciente, incrementando los
estudios en batomorfos. Como una medida indirecta de estimar estos avances realizados
en la division Batomorphi, se puede considerar la deteccion de una mayor riqueza, que
incluye el reporte de especies consideradas aceptadas o validas para el 2016 entre 630
y 636 especies (Nelson et al., 2016, Last et al., 2016a; Weigmann, 2016). En el 2017
esta riqueza se incrementd a 646 especies (Weigmann, 2017). Finalmente, en la ultima
actualizacion publicada por Pollerspock y Straube (2021), la riqueza de este grupo
alcanz6 las 668 especies, la cual representa el 52.7% del total de 1,268 condrictios

reconocidos a nivel mundial.

Diversas regiones marinas del continente americano son consideradas como
sitios megadiversos en condrictios a nivel mundial, debido a la alta diversidad genética
entre especies cercanas (Naylor et al., 2012; Acero et al.,, 2016; Fields et al., 2016;
Hinojosa-Alvarez et al., 2016). Consecuentemente, la riqueza de la condrictiofauna
reportada en diferentes paises latinoamericanos (Del Moral-Flores et al.,, 2015a;
Weigmann, 2016; Ehemann et al., 2018, 2019; Mejia-Falla y Navia, 2019), a la presencia
de taxa endémicas para el continente (e.g. Miyake y McEachran, 1986, 1988;
McEachran, 1995; McEachran y Carvalho, 2002; Lasso et al., 2013; Carvalho et al., 2016;
Weigmann, 2016; Ehemann et al., 2017, 2018, 2019) y a la continua descripcion de
nuevas especies de condrictios a partir de ejemplares capturados en zonas del

continente americano, se ha incrementado recientemente (Castro-Aguirre et al., 2005;
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Smith et al., 2009; Del Moral-Flores et al., 2015a,b; Acero et al., 2016; Hinojosa-Alvarez
et al., 2016; Viana et al., 2016; Yokota y de Carvalho, 2017; Pfleger et al., 2018; Vaz y
de Carvalho, 2018; Rutledge, 2019; Petean et al., 2020; Loboda et al., 2021).

En la actualidad, dos familias de batomorfos (Potamotrygonidae y Urotrygonidae),
son reconocidos como taxa validos, incluyendo al menos siete géneros con 58 especies,
cuya distribucion geografica esta restringida a aguas continentales y marinas del
continente americano (McEachran y Carvalho, 2002; Lasso et al., 2016; Last et al.,
2016a; Weigmann, 2016; Fontanelle et al., 2021; Loboda et al. 2021). Sin embargo, todas
las especies que actualmente estan clasificadas dentro de Urotrygonidae (comunmente
llamadas “rayas redondas”), inicialmente se encontraban dentro de la familia
Urolophidae, estd ultima actualmente es reconocida y restringida para Oceania
(Compagno 1973; 1977; McEachran, 1995; Castro-Aguirre y Espinosa Pérez, 1996;
Cervigon y Alcala, 1999). La propuesta de separar en taxa diferentes las especies de
rayas redondas que presentan una distribucién anfi-americana de las que presentan una
distribucion en Oceania, fue inicialmente mencionada por Garman (1913). Sin embargo,
fue hasta finales de la década de los ochenta y los noventa del siglo XIX, debido a los
resultados obtenidos en diversos estudios (morfolégicos y taxonémicos), que en
concordancia con Garman (1913), se reconocid la necesidad de validar a la familia
Urotrygonidae, la cual incluye a todas las especies de rayas redondas (pertenecientes a
los géneros Urotrygon y Urobatis). La distribucion geografica de esta familia esta
restringida a la zona costera tropical y subtropical de ambas costas del continente
americano (Miyake y McEachran, 1988; McEachran, 1995; McEachran y De Carvalho,
2002; Lovejoy, 1996). En la actualidad, la familia Urolophidae y el género Urolophus
presenta una distribucién exclusiva para las rayas redondas en Oceania (McEachran y
Carvalho, 2002; Naylor et al., 2012; Last et al., 2016a; Nelson et al., 2016; Weigmann,
2016).

La integridad de la familida Urotrygonidae como un taxa independiente de la
familida Urolophidae, ha sido soportada a partir de las inferencias filogenéticas
fundamentadas en técnicas morfoldégicas y genéticas (McEachran et al. 1996;
McEachran y Aschliman 2004; Aschliman 2011; Naylor et al., 2012; Last et al. 2016a).
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Los resultados obtenidos de manera independiente mediante estos enfoques son, en
general, congruentes al recuperar un nodo robusto y estadisticamente soportado entre
Urotrygonidae y Potamotrygonidae (McEachran et al.,, 1996, Dunn et al., 2003;
Aschliman, 2011; Naylor et al., 2012; Franklin et al., 2014; Last et al., 2016b, c). Por otro
lado, los é&rboles filogenéticos basadas en informacion morfologica, han ubicado a
Urotrygonidae como un grupo hermano de la familia Gymnuridae y Dasyatidae
(McEachran y Aschliman 2004), debido (probablemente) a la ausencia de
Potamotrygonidae en dichos analisis. Es importante resaltar, que en todas estas
propuestas filogenéticas la representacion de la familia Urotrygonidae fue muy pobre,
limitAndose frecuentemente a una sola especie (Urobatis halleri o Urobatis jamaicensis)
a maximo tres (las dos anteriores mas Urotrygon munda o Urotrygon rogersi). Por ende,
la filogenia y estudios que comprueben la monofilia a nivel taxonémicos de Familia dentro

de Urotrygonidae es inédita.

Estudios filogenéticos a nivel de familia (o inferiores) han sido recientemente
realizados, empleando técnica moleculares; sin embargo, han sido restringidos a grupos
taxondmicos complejos con interés comercial cuya monofilia ha sido puesta en duda
(e.g., Dasyatidae y Aetobatidae) o a entidades que agrupan especies carismaticas, de
valor significativo para actividades de ecoturismo y con los estados de conservacion
nacional e internacional méas altos (i.e., Mobulidae) (Lim et al., 2015; Poortvliet et al.,
2015; Last et al.,, 2016b; White and Naylor, 2016; White et al., 2017). Ademas del
conocimiento filogenético limitado para el género Urotrygon, el panorama referente a su

rigueza especifica no es del todo claro.

En el presente estudio se llevd a cabo la revision taxondmica, filogénetica y
biogeogréfica del género Urotrygon, endémico del continente de América. Tiene como
soporte un analisis taxonomico integrativo, basado en técnicas de morfometria, meristica
y moleculares genéticas. La propuesta filogenética del grupo de estudio, fue
fundamentada por los resultados soportados a partir de los algoritmos de Maxima
Verosimilitud e Inferencia Bayesiana. La datacion de las divergencias de las especies de
Urotrygon, asi como, los procesos de especiacion y origen de dispersién fueron

hipotetizados y analizados, considerando la informaciéon genética de tres genes y los
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procesos geoldgicos ocurridos en el continente en los ultimos 30 millones de afios.

ANTECEDENTES
Histéricamente, se han descrito 16 entidades nominales para el género Urotrygon

(Tabla 1), dos de éstas restringidas a las costas del Atlantico occidental y el resto a las
costas del Pacifico oriental. La taxonomia del género Urotrygon, ha sido compleja, con
diversas modificaciones y clasificaciones, que incluyen mdultiples sinonimias. De este
modo en la actualidad aun persiste la discrepancia en cuanto al nimero de especies
reconocidas como validas para este género, encontrando autores como White y
Sommerville (2010) que reconocen nueve especies, Last et al. (2016a) y Weigmann
(2016) que consideran diez, Fricke et al., (2021) que aceptan 11 y Nelson et al. (2016),
y Froese y Pauly (2019) que reconocen 13. La Tabla 2 muestra las principales
clasificaciones taxondmicas histéricas y recientes por especie. Esta incertidumbre y
debate referente a la riqgueza, ha sido uno de los principales motivos por los cuales
diferentes autores han sugerido una nueva revision taxonémica de este género (Castro-
Aguirre y Espinosa Pérez, 1996; Del Moral-Flores et al., 2015a; Del Moral-Flores et al.,
2016; Ehemann et al., 2018).

Tabla 1. Entidades nominales descritos para el género Urotrygon, incluyendo la
autoria, afio de descripcidn y su distribucion geogréfica. La autoria entre paréntesis

hace referencia a cambios taxonémicos sobre el nombre original de la entidad
nominal.

Entidad nominal Autoria Afio  Distribucién.
Urotrygon munda Gill 1863 Pacifico.
Urotrygon chilensis (Gunther) 1872 Pacifico.
Urotrygon aspidura (Jordan & Gilbert) 1881 Pacifico.
Urotrygon asterias (Jordan & Gilbert) 1882 Pacifico.
Urotrygon goodei (Jordan & Bollman) 1890 Pacifico.
Urotrygon rogersi (Jordan) 1895 Pacifico.
Urotrygon binghami (Breder) 1926 Pacifico.
Urotrygon microphthalmum Delsman 1941 Atlantico.
Urotrygon venezuelae Schultz 1944 Atlantico.
Urotrygon caudispinosus Hildebrand 1946 Pacifico.
Urotrygon peruanus Hildebrand 1946 Pacifico.
Urotrygon serrula Hildebrand 1946 Pacifico.
Urotrygon nana Miyake & McEacharan 1988 Pacifico.
Urotrygon reticulata Miyake & McEacharan 1988 Pacifico.
Urotrygon simulatrix Miyake & McEacharan 1988 Pacifico.

Urotrygon cimar Lépez & Bussing 1998 Pacifico.
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Mucha de la confusion hasta esta fecha, puede ser explicada por diversas
razones. Sin duda, una de las causas mas importantes es el escaso numero de
ejemplares empleados para describir las entidades nominales, aunado, -en muchos
casos- a una descripcion breve, resumida, general e inconsistente (e.g., Meek y
Hildebrand 1923; Miyake y McEachran, 1986, 1988). La pérdida o el extravié de algunos
holotipos y la falta de material comparativo de otras especies de Urotrygon, tampoco ha
ayudado a resolver este debate (Jordan y Gilbert 1882; Hildebrand 1946; Miyake and
McEachran, 1988). Las variaciones fenotipicas (morfotipos), que presentan estas
entidades nominales a lo largo de la distribucién mencionada para cada una; aunado al
dimorfismo entre estadios de madurez sexual (Breder 1926; Hidebrand 1946; Miyake y
McEachran 1988); constituyen aspectos relevantes e importantes que han contribuido
significativamente a la problematica taxonémica del género.

Urotrygon munda (originalmente Urotrygon mundus), la raya aspera, descrita por
Gill (1863), fue la primera especie reconocida para este género, a partir de dos
ejemplares (uno de cada sexo) donados al Smithsonian Institution y recolectados en
centroamérica por el capitan John M. Dow. La descripcidn estuvo basada en la forma de
los margenes del cuerpo (redondeado), la longitud de la cola y la denticion aguda que la
distinguian del género Urolophus Miller & Henle, 1837 (ver Gill, 1863). Los holotipos
fueron mencionados por Jordan y Gilbert (1882) como “aparentemente extraviados” sin
proporcionar el numero de catalogo. Recientemente, Smith (2018) en una revision de los
peces recolectados en la costa del Pacifico de Centro América por el capitan J.M. Dow,
arriba mencionado resefia que el material USNM 7297 (hembra de 195 mm de longitud
total) fue reportado como Urotrygon munda, aunque no es seguro si el registro se realizd
antes o después del estudio de Jordan y Gilbert en 1882. En la actualidad, este individuo
(USNM 7297) capturado en aguas de Panama4, es el sintipo de esta especie (Smith,
2018), cuya propuesta es seguida en esta investigacion.

Urotrygon chilensis (originalmente Urolophus chilensis) fue la segunda especie
descrita. Su determinacién se basé a partir de un solo ejemplar (262 mm LT) en 1872
por el Dr. Albert Gunther del Museo Britanico; caracterizada por presentar en la zona
dorsal tres espinas fuertes, ubicadas particularmente en la region nucal y dos en la cola

(secundum Gunther, 1872). El holotipo se encuentra depositado en el Museo Britanico
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de Historia Natural (BMNH) bajo el cédigo BMNH 1871.9.13.119, cuya informacion de
localidad de captura se restringe a la palabra “Chile” (Ehemann et al. 2021). En vista de
la ausencia de esta informacién, recientemente se publico la propuesta de que la Taltal,
Chile se designara como la localidad tipo (Ehemann et al. 2021). Esta entidad nominal
ha permanecido como sinonimia senior a lo largo de su historia. Sin embargo, en una
ocasion fue incorrecta e indebidamente sinonimizada con Urotrygon asterias por Miyake
y McEachran (1986). Posteriormente, estos mismos autores Miyake y McEachran (1988)
la restituyeron como sinonimia senior (Tabla 2). Urotrygon chilensis actualmente
presenta la distribucion geografica mas amplia (>7000 Km) de toda la familia
Urotrygonidae (Ehemann et al. 2021). Sin embargo, recientemente, estd amplia
distribucion de U. chilensis con dos morfotipos diferentes (uno surefio y otro nortefio), ha
sido puesta en duda estableciéndose la posibilidad de que en realidad sean dos
entidades taxonomicas distintas pero muy similares morfolégicamente (Last et al., 2016c;
Ehemann et al., 2021).

En la década de 1880, dos especies mas de Urotrygon fueron formalmente
descritas: U. aspidura (originalmente Urolophus aspidurus) en 1882 por D.S. Jordan y
C.H. Gilbert, a partir de tres ejemplares (USNM 29410, 29307, 29454) con talla maxima
de 450 mm LT (Jordan y Gilbert, 1882). Estos ejemplares caracterizados por tener un
dorso liso (sin denticulos dérmicos) y la presencia de unas espinas fuertes en la linea
media dorsal de la cola (ver Jordan y Gilbert, 1882) fueron capturados en la costa del
Pacifico de Panama. Actualmente, el cédigo USNM 29307 corresponde a un Labridae,
dejando la interrogante si este ejemplar de U. aspidura mencionado por los autores
originales se encuentra extraviado o fue mal rotulado. Esta especie histéricamente ha
carecido de sinonimizaciones taxonémicas por todos los autores consultados (Tabla 2).

Un aflo mas tarde, Jordan y Gilbert, describieron también a U. asterias
(originalmente Urolophus asterias), a partir de cuatro ejemplares con tallas entre los 304
mm a 406 mm de LT recolectados en Mazatlan, México (USNM 28204, 29524, 29524,
29580) aunado a un ejemplar inmaduro de Panama (USNM 29318) (Jordan y Gilbert,
1883). Es importante mencionar que este ultimo ejemplar no fue encontrado durante el

inventario realizado por la USNM en 1980.
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Tabla 2. Principales clasificaciones taxondmicas para las especies de género Urotrygon del Pacifico Oriental en los ultimos
120 afnos. Especies nominales del género Urotrygon y las referencias han sido colocados en orden cronoldgico. +=
considerado como sinonimia senior; considerado como sinonimia junior (especie senior dentro de su respectivo recuadro);
n/m = no mencionado; ?= dudoso. 1= Jordan y Evermann (1896); 2= Gilbert y Starks (1904); 3= Garman (1913); 4= Meek
y Hildebrand (1923); 5= Beebe y Tee-Van (1941); 6= Miyake y McEachran (1986); 7= Miyake and McEachran (1988); 8=
Castro-Aguirre y Espinosa Pérez (1996); 9=Chirichigno y Vélez (1998); 10= Lopez y Bussing (1998); 11 Weigmann (2016);
12= Last et al. (2016). Especies nominales actualizadas de acuerdo con Fricke et al. (2020).

Especie/Referencia 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
U. munda (1863) + + + + + + + + + + + +
U. chilensis (1872) n/m  n/m + n/m + U'. + + + + + +
asterias
U. aspidura (1882) i + + i + + + + + + + +
U. asterias (1883) + U. u. + + + u. n/m U.munda n/m
munda munda munda
U U U.
U. goodei (1890) + + + + + " n/m G n/m  chilensis n/m
asterias chilensis .
U. asterias
: U. U.
U. rogersi (1895) munda n/m munda + + + n'm + + +
U. binghami (1928) + = . n/m = . n/m n/m U.rogersi n/m
rogersi rogersi
U. caudispinosus u. .
(1946) asterias n/m n/m + n/m U. asterias n/m
U. peruanus (1946) U'. n/m n/m + n/m U. asterias n/m
asterias
U. serrula (1946) U'. n/m n/m + n/m U. asterias n/m
asterias
U. nana (1988) + + nm + + +
U. reticulata (1988) + n/m n/m n/m + +
U. simulatrix (1988) + n/m n/m n/m + +
U. cimar (1998) + + +
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El caracter diagnostico de U. asterias es la presenca de un dorso cubierto de
pequefios denticulos dérmicos con una base en forma de estrella y con una serie de
espinas fuertes a lo largo de la linea media dorsal del cuerpo (desde la zona nucal hasta
la cola). Adicionalmente, en su obra estos autores proponen la primera clave dicotomica
para identificar las especies (en aquel entonces de Urolophus) presentes en las costas
del Pacifico Tropical Americano (ver Jordan y Gilbert, 1883). Particularmente esta
especie es una de las que mas sinonimizaciones histéricas dentro del género ha
presentado (Tabla 2). Actualmente, U. asterias es considerada por algunos autores como
sinbnimo de U. munda (Castro-Aguirre y Espinoza-Pérez, 1996; Del Moral-Flores et al.,
2016; Weigmann, 2016). Particularmente, en la ultima sinonimizacion de esta U. asterias
realizada en 1996 por Castro-Aguirre y Espinoza-Pérez (Tabla 2), carece de detalles,
argumentos y fundamentos taxondmicos; resultando en una propuesta cuya decision y
ejecucion pareciera ser dudosa o arbitraria.

En 1890, Urotrygon goodei (originalmente Urolophus goodei) fue descrita a partir
de una hembra inmadura (177 mm LT, USNM 41150) y un macho (150 mm LT)
capturados durante la expedicion del buque “Albatross” en aguas del Pacifico
Colombiano (Jordan y Bollman, 1890). Sin embargo, la localidad de captura de estos
ejemplares ha sido atribuida a las costas de Panaméa (Miyake y McEachran, 1986), lo
cual, es congruente con la informacion georeferenciada (cerca de la isla del Rey,
Panama) registrada junto al ejemplar USNM 41150. Esta especie se caracteriza por la
presencia de una a dos espinas fuertes en la linea media del cuerpo, con la zona pre-
orbital, la cual puede ser lisa 0 “rugosa” al tacto (i.e., denticulos dérmicos pequefios)
(Jordan y Bollman, 1890). Esta entidad nominal fue considerada como valida por casi un
siglo, hasta que Miyake y McEachran (1986) la sinonimizaron con U. asterias.
Posteriormente, esta especie fue (y sigue siendo) considerada como un sinénimo de U.
chilensis (ver Castro-Aguirre y Espinoza-Pérez, 1996 y Tabla 2).

En 1895, la raya redonda de Roger, Urotrygon rogersi (originalmente Urolophus
rogersi) fue descrita por D.S. Jordan y E.C. Starks, a partir de tres ejemplares (el mas
grande midi0 457 mm LT) recolectados en Astilleros de Mazatlan, México (Jordan y
Starks, 1895). El ejemplar holotipo fue preservado en la California Academy of Sciences
(CAS) bajo el codigo de CAS-SU 1700 (Jordan y Starks, 1895). Aunque, este cédigo fue
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un error de impresion, siendo el nimero correcto del holotipo de esta especie el CAS-SU
11700 (Frieke et al., 2021). Esta especie se caracteriza por ser mas ancha que larga
(similar a U. aspidura), con espinas fuertes a lo largo de la linea media del dorso (menor
cantidad en comparacion con Urotrygon asterias). Presenta pequefios denticulos
dérmicos concentrados en la zona visceral y en los margenes distales de las aletas
pectorales, dejando areas lisas sobre la zona branquial y en la zona media de las aletas
pectorales. Garman (1913) sinonimizo a esta especie con U. munda cuya propuesta fue
adoptada por Beebe y Tee-Van (1941). Urotrygon rogersi perduré como sinonimia junior
hasta 1986 cuando Miyake y McEachran la restituyeron como una especie valida, lo cual
se sigue aceptando (Tabla 2).

Durante el siglo pasado, un total de diez especies de Urotrygon fueron
formalmente descritas. Breder (1928), describio a Urotrygon binghami a partir de un
ejemplar (190 mm LT) capturado en la zona del alto Golfo de California y depositado en
la Coleccion ictioldgica de Yale con el codigo 1019 (Breder, 1928). Esta especie se
caracteriza por presentar un disco mas ancho que largo y sin espinas fuertes presentes
en la linea media dorsal, aunque “eventualmente estas espinas podrian estar presentes
en ejemplares de mayor talla” (Breder, 1928). Esta especie actualmente es considerada
como sinénimo de U. rogersi (ver Miyake y McEachran, 1986).

En 1941, Urotrygon microphthalmum Delsman, 1941, fue descrita como la primera
especie de Urotrygon para el Atlantico occidental. Su descripcién fue basada en dos
ejemplares (uno de 220 y otro de 128 mm LT), recolectados en la desembocadura del
rio Amazonas (Brasil) que fueron donados y resguardados en el Museo de Historia
Natural de Bélgica (Delsman, 1941). Urotrygon microphthalmum se caracteriza por
presentar un cuerpo liso y ojos pequefios (Delsman, 1941). Ocho afios mas tarde fue
descrita Urotrygon venezuelae Schultz, 1949, la segunda y Ultima especie reconocida
para el Atlantico, con una distribucion restringida al suroeste del mar Caribe. Una hembra
de 255 mm LT (USNM 121966) capturada en Punto Macolla, Golfo de Venezuela (Lago
de Maracaibo, Venezuela), fue utilizada para describir a esta nueva especie (Schultz,
1949). El autor la refiere como muy similar a U. asterias por la presencia de una serie de
espinas en la linea media del cuerpo (Schultz, 1949). En la actualidad, ambas especies

de Urotrygon del Atlantico han sido consideradas como validas desde su descripcion
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original (Tabla 2).

Hildebrand (1946) realizé la descripcidon de tres especies de “rayas redondas”
(Urotrygon caudispinosus, Urotrygon peruanus y Urotrygon serrula), con materiales
recolectados en las costas de Peru (Hildebrand, 1946). La primera especie fue descrita
a partir de una hembra de 188 mm LT (USNM 127790), caracterizada por presentar una
espina en la cola. La descripcidén de la segunda especie se basé en la presencia de un
cuerpo mas ancho, un rostrum “rugoso” al tacto (denticulos dérmicos), una cola mas
corta y una aleta caudal menos puntiaguda que U. chilensis, pero mas deprimida y
puntiaguda que las demas especies presentes en el Pacifico Oriental (i.e., U. mundus,
U. asterias, U. goodei y U. aspidurus) (Hildebrand, 1946). Esta entidad nominal fue
descrita a partir de un ejemplar macho de 276 mm LT (USNM 127793) capturado en
Bahia de Paita, Peru (Hildebrand, 1946). La tercera especie (U. serrula) fue descrita a
partir de un ejemplar Unico, un macho juvenil (187 mm LT) capturado en Bahia de Lobos
de Tierra, Perd (USNM 127795). Su diagnosis se basé en la presencia de una aleta
caudal redondeada, dorso del cuerpo liso (sin espinas ni denticulos dérmicos), cola sin
espinulas laterales y dientes sin cuspides (ver Hildebrand, 1946). Actualmente, estas tres
especies de S.F. Hildebrand, no son consideradas como validas, de hecho, fueron
sinonimizadas con U. asterias por Miyake y McEachran (1986) y Mould (1997). Sin
embargo, debido a la invalidez actual de U. asterias, estas fueron sinonimizadas con U.
munda (Castro-Aguirre y Espinoza-Pérez, 1996; Weigmann, 2016); aungue, para
algunos investigadores, particularmente peruanos (e.g. Chirichigno y Vélez, 1998;
Chirichigno y Cornejo, 2001), siguen considerdndose como validas estas tres especies
de Hildebrand, o algunas de ellas.

Cuarenta afios después del trabajo publicado por Hildebrand (1946); Miyake y
McEachran (1986) realizaron la primera revision taxondmica del género Urotrygon,
soportada por datos de distancias lineales y Analisis de Componentes Principales (ACP).
Esta investigacion brind6 un gran aporte para la taxonomia de este género, el cual, sigue
teniendo vigencia en la actualidad. De forma resumida las principales contribuciones de
la investigacion de Miyake y McEachran (1986) son: i) la existencia de tres grupos
fenéticos conformados por un total de diez especies, ii) la separacion de U. asterias de

U. mundus y U. rogersi, iii) la falta de soporte para discriminar a las especies U. serrula,
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U. peruanus, U. caudispinosus, U. goodei y U. chilensis como entidades validas;
sugiriéndose su sinonimizacion con U. asterias; iv) el reconocimiento de U. rogersi como
especie valida (“senior synonym”); colocando a U. binghami como una sinonimia (“junior
synonym”) de U. rogersi; v) y la propuesta de la existencia de tres nuevas especies, las
cuales fueron mas tarde formalmente descritas como Urotrygon nana Miyake y
McEachran (1988), Urotrygon reticulata Miyake y McEachran (1988) y Urotrygon
simulatrix Miyake y McEachran (1988).

El ejemplar holotipo de U. nana, corresponde a un macho de 148 mm LT,
recolectado por N.R. Wood en diciembre de 1954 en las costas de Chiapas, México
(Miyake y McEachran, 1988). Este ejemplar se encuentra depositado en el Field Museum
of Natural History, Chicago (FMNH) bajo la referencia FMNH 97107. Paratipos y otros
materiales de esta especie se encuentran en otras colecciones de Estados Unidos de
Norteamérica (Miyake y McEachran, 1988). Segun estos autores, individuos de U. nana
fueron recolectados y fotografiados en diversas investigaciones previas, sin embargo,
fueron identificados comunmente como U. binghami o U. nebolusus por Castro-Aguirre
(1965) en lugar de Urolophus nebulosus (actualmente sinonimia de Urobatis halleri)
(Miyake y McEachran, 1988). Ademas, esta especie es considerada como sinonimia
senior (Tabla 2). Urotrygon nana tiene una distribucion geografica desde Nayarit, México,
hasta Costa Rica. Esta especie es facilmente reconocida por presentar ojos pequefios,
por ademas ser una raya de talla reducida o “enana” (LT maxima 210 mm), con
denticulos dérmicos pequefios en el dorso del disco y sin agrandamientos en la linea
media dorsal (Miyake y McEachran, 1988).

Urotrygon reticulata fue descrita a partir de tres ejemplares capturados en la Bahia
Santelmo, Golfo de Panama, el 8 de junio de 1967 (Miyake y McEachran, 1988). El
holotipo (hembra 241 mm LT), y los paratipos (dos machos 87 y 188 mm LT) se
encuentran depositados en la USNM bajo el codigo 222644 y 285184 respectivamente
(Miyake y McEachran, 1988). Este ultimo ejemplar tiene una nota de la USNM que indica
gue fue eliminado. Es importante resaltar que el nimero de ejemplares conocidos para
esta especie es limitado. En el USNM existen tres entradas asociadas a U. reticulata
correspondientes a la serie tipo y un ejemplar mas (USNM 321478). Esta entidad

taxonomica se distingue de las demas por presentar una superficie dorsal lisa (sin
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denticulos dérmicos) con vermiculaciones o reticulado Unico de lineas finas y claras
sobre el dorso (Miyake y McEachran, 1988).

De forma similar, Urotrygon simulatrix fue descrita a partir de tres ejemplares
(holotipo = hembra 264 mm LT USNM 285187, paratipos = hembra 258 mm LT y dos
machos 93 y 267 mm LT depositados en el Gulf Coast Research Laboratory GCRL
13064), todos capturados el 8 de marzo de 1974, en Punta Paitilla, Panama (Miyake y
McEachran, 1988). Los autores acotaron que el nombre especifico “simulatrix”, se debe
al parecido fenotipico que tiene con U. munda y con U. chilensis en lo morfolégico
(Miyake y McEachran, 1988). Esta especie se caracteriza por tener la superficie del disco
y la cola con denticulos dérmicos los cuales se hacen mas grandes y alargados en la
linea media del dorso (Miyake y McEachran, 1988). Actualmente, estas tres ultimas
especies mencionadas han carecido de sinonimias desde su descripcion formal y son
consideradas como validas (Tabla 2). Miyake y McEachran (1988), mencionan -sin mayor
detalle o argumentos-, lo siguiente: “Urotrygon chilensis fue incorrectamente
sinonimizada con U. asterias en Miyake y McEachran (1986)”, seguido de una clave de
identificacion dicotomica donde consideran un total de nueve especies del género
Urotrygon como vélidas (Tabla 2).

Finalmente, la Ultima especie descrita para el género es Urotrygon cimar, Lopez y
Bussing, 1998, a partir de ejemplares recolectados en el Pacifico de Costa Rica y
Nicaragua (holotipo= LACM 47363-1 hembra adulta de 382 mm TL). Inicialmente fue
ubicada dentro del género Urolophus (ver Lopez y Bussing, 1998). Esta especie, a pesar
de su gran similitud con U. mundus debido a su talla pequefia, presenta una superficie
dorsal es “rugosa” con denticulos dérmicos, y carece de espinas dispuestas en la linea
media del cuerpo. Se distingue de todas las especies consideradas como validas por
Miyake y McEachran (1988), por presentar una aleta caudal alta y corta, similar al de su
congénere Urobatis, y un patron de coloracion particular (Lépez y Bussing, 1998). En
este trabajo, los autores basan la diferenciacion especifica, en una figura con dibujos
comparativos de la forma y porcentaje de distencion de la cubierta membranosa de la
pupila del ojo para seis especies de Urotrygon (Tabla 2).

En la actualidad, la aceptacion de las distintas entidades nominales del género

Urotrygon sigue siendo dudosa e incierta debido a la gran similitud morfol6égica de las
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especies, y a la variedad morfométrica y meristica de los organismos a lo largo de su
distribuciéon geografica (Ehemann et al., enviado,2). Particularmente diferentes listados
de peces publicados desde mediados de 1930 hasta la actualidad, que incluyen a
Urotrygon del Pacifico, mencionan la presencia de diferentes entidades nominales para
esas costas sin una revision detallada o actualizada (Ehemann et al. 2021). Por ejemplo,
Fowler (1930) considerd la presencia de todas las especies de Urotrygon, con excepcién
de U. chilensis y U. asterias, para el Pacifico. Segun Terron (1930) la Unica especie de
Urotrygon en el Golfo de California era U. binghami, pese a que, Ulrey (1929) registrara
a U. munda en el sur de este Golfo. Para las costas de Peru fueron reportadas todas las
especies de Urotrygon a excepcion de U. binghamiy U. rogersi (Chirichigno, 1963, 1974).
Ricker (1959) mencion6 a U. rogersi, U. goodei y U. caudispinosa desde Acapulco a
Cabo San Lucas (México). Castro-Aguirre en diversos trabajos reportd un total de siete
entidades nominales de Urotrygon para las costas del Pacifico mexicano (1965; 1970).
Sin embargo, Ramirez Hernandez y Gonzélez Pages (1976) sélo incluyeron a cuatro de
estas (i.e., U. chilensis, U. goodei, U. munda y U. asterias) en su catalogo de peces de
México. Informacion publicada basada en literaturas, sin una adecuada revision de los
ejemplares, ha sido otra practica que ha contribuido a la incertidumbre real de la
distribuciéon de estas especies (e.g. Beebe y Tee-Van, 1941; Fowler, 1945, Pequefio,
1989, Chirichigno y Velez, 1998). En el ultimo lustro, considerando nuevas herramientas
de analisis (e.g. informaciéon albergada en grandes bases de datos en linea), han
potenciado la elaboracién de los listados ictiofaunnisticos, los cuales han tomado
relevancia en el continente (e.g., Del Moral Flores, 2016; Ehemann et al., 2018, 2019;
Mollen, 2018; Espinoza et al., 2018; Mejia-Falla y Navia, 2019; Calle-Moran y Bearez,
2020). Sin embargo, la confirmacion y verificacion reciente de los urotrygénidos en estos
lugares o paises, en muchas ocasiones es ausente o deficiente, siendo una actividad
gue debe ser puesta en marcha para evitar la sobre (o sub) estimacion de la riqueza
(Ehemann et al., enviado 3).

Los antecedentes expuestos, indican particularmente que la ultima revisiéon
taxonomica (preliminar) de este género fue hace 45 afos (Miyake y McEachran, 1986),
y que el debate y las dudas sobre la certidumbre taxondmica del grupo aun se mantienen.

Sobre esa base, se justifica la realizacién de la presente investigacién. En el mismo
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sentido, es importante sefialar que de los mas de 20 conceptos de especies conocidos
en la actualidad (De Queiroz, 2007; Aldhebiani, 2018) el concepto de especie adoptado
en la presente investigacion es el propuesto por Wiley (1978), quien considera una
especie como “un linaje de poblaciones ancestrales descendientes que mantiene su
identidad de otros linajes similares, y que tiene sus propias tendencias evolutivas y
destino historico”.

HIPOTESIS:
Con base en los antecedentes previamente descritos, aunado a la incertidumbre

taxonomica implicita en este género de rayas endémicas, producto de la similitud
fenotipica y sobreposicion de los valores morfométricos y meristicos que existen entre
las especies de Urotrygon, es congruente hipotetizar un re-arreglo de la sistematica

actual de este genero soportado por una taxonomia integrativa.

Objetivo general
Realizar una revision integrativa (basada en datos morfométricos, meristicos y

genéticos) de la sistemética del género Urotrygon en América.

Objetivos especificos
i) Validar la riqgueza de especies de género Urotrygon (Taxonomia).

i) Realizar una propuesta de las relaciones filogenéticas de las especies del
género Urotrygon (Filogenia).
iii) Determinar las principales causas que propiciaron la distribucién espacial

(histérica y actual) de las especies de género Urotrygon (Biogeografia).
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MATERIALES Y METODOS

OBTENCION DE MATERIAL BIOLOGICO

El material consultado y examinado en esta investigacion incluyé ejemplares
recolectados en puertos pesqueros de diferentes paises (empleados con fines de
comparacion morfologica y genética). También, se revisaron especimenes almacenadas
y catalogadas en museos y colecciones ictioldégicas ubicados en diferentes paises (Fig.
1). El material comparativo para los analisis morfométricos provienen de las siguientes
instituciones [se abrevian d acuerdo a Sabaj (2016)]: Coleccion Ictiolégica, Centro
Interdisciplinario de Ciencias Marinas, Instituto Politécnico Nacional (CICIMAR-CI),
Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste, S.C. (CIBNOR), La Paz (CIBM),
Instituto de Ciencias Marinas y Limnologia, Ciudad de Mexico (CNPE-IBUNAM), Institut
Royal des Sciences Naturelles de Belgique (antes RBINS, actualmente IRSNB), Instituto
del Mar del Perd (IMARPE), Museo Oceanolégico Hermano Benigno Roméan, Estacion
de Investigaciones Marinas de Margarita, Venezuela (antes MOBR-EDIMAR,
actualmente MOBR), Natural History Museum of Los Angeles County (LACM), Natural
History Museum, London (BMNH) Universidad del Valle (antes CIRUV-UV, actualmente
UVC), Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo, Universidade Federal de Paraiba (UFPB)
and Zoological Museum Hamburg (ZMH). Adicionalmente, material grafico en alta
definicion (e.g., fotografias, placas de rayos X) relacionado con holotipos, serie tipo e
individuos recolectados en lugares fuera de la distribucion de las entidades taxonémicas
nominales, fue solicitado a diferentes instituciones para su andlisis (e.g., Belgica
Elasmobranch Research (ERB), Universidad de Bogota Jorge Tadeo Lozano, Museo del
Mar, Santa Marta (UBJTLMM), Universidad Veritas — Bio-Mol, Biodiversity Research and
Teaching Collections (antes Texas Cooperative Wildlife Collection, actualmente TCWC),
Zoologisk Museum [parte del Naturhistorisk museum; antes Zoologiske Museum,
Kristiania (ZMK)] de la Universitetet i Oslo (ZMUO).

Cada uno de los ejemplares analizados en este estudio, fueron taxonémicamente
determinados al nivel de especie. Se uso y consultd la descripcion original de cada una
de las entidades nominales (e.g., Gill, 1863, Ginther, 1872, Jordan y Gilbert, 1882;
Jordan y Starks, 1895, Miyake y McEachran, 1988). También, se emplearon las claves

taxonodmicas dicotdmicas propuestas para el género Urotrygon por diversos autores (e.g.,
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Miyake y McEachran, 1986, McEachran, 1995, Castro-Aguirre y Espinoza-Pérez, 1996;
Chirchigno y Vélez, 1998, Castro-Aguirre et al., 1999, Chirichigno y Cornejo, 2001).
Informacién complementaria disponible (e.g. sexo, estadio de madurez sexual, fecha y
lugar de captura), fue registrada para cada individuo. Sin embargo, comparaciones y
analisis intraespecificos (e.g., entre sexos o estadios de madurez sexual), no pudieron
ser realizadas, debido al reducido numero de individuos obtenidos para algunas

entidades nominales.
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Figura 1. Areas geogréaficas de captura de Urotrygon spp. depositados en los principales
museos Yy colecciones ictioldgicas nacionales e nternacionales consultados y analizados
morfométricamente en esta investigacion. Brasil (BR), Chile (CL), Colombia (CO),
Ecuador (EC), El Salvador (SV), Guatemala (GT), México (MX), Panama (PA), Peru (PE)
y Venezuela (VE).

ANALISIS TAXONOMICO
Para llevar a cabo la evaluacion de la riqueza del género, se emplearon técnicas
de morfometria lineal, meristica y andlisis genéticos. La parte morfométrica y meristica

fue realizada con la finalidad de comparar y discutir nuestros resultados con la
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informacion previamente generada y disponible para las especies de Urotrygon, las
cuales estan fundamentadas en estas técnicas (e.g., Miyake y McEachran, 1986, 1988).
La inclusiébn de informacion genética en este objetivo particular fue con fines de
confirmacion y soporte de los resultados obtenidos de los analisis morfométricos (i.e.,

validez del estatus taxondémico de las entidades nominales taxonémicas evaluadas).

Obtencién de datos morfométricos y meristicos

Diecinueve medidas morfolégicas externas fueron registradas en cada ejemplar
estudiado considerando el trabajo de Miyake y McEachran (1986). Las medidas fueron
obtenidas con un vernier digital (+0.01 mm). La longitud total (TL), ancho de disco (AD)
y longitud del disco (LD) fueron obtenidos del lado ventral de los individuos (para
disminuir el sesgo por la curvatura dorsal) con una cinta métrica (0.1 cm) en aquellos
ejemplares cuyas medidas eran superiores a 120 mm.

Los ejemplares dafiados, mal preservados, disecados o con una condicién
corporal excesivamente curvada de su forma corporal natural, fueron excluidos de los
analisis. Se empled la propuesta de Elliot et al. (1995) con la finalidad de estandarizar
los datos empleados en los andlisis multifactoriales. La intencion fue eliminar probables
sesgos relacionados con una variacion intraespecifica de las variables que pudieran ser
influenciadas de forma considerable por la talla de los individuos bajo estudio (Rohlf y
Bookstein, 1987; McCoy et al., 2006; Smith et al., 2009). Se aplicé una transformacion
logaritmica (trans-log) a la matriz previamente estandarizada, con la finalidad de reducir
el sesgo de una distribucion no-normal, y, por tanto, la heterogeneidad en la varianza
(Smith et al., 2009; Marrama y Kriwet, 2017). Ademas, esta trasnformacion (trans-log)
puede reducir la variacion atribuida al estadio de madurez sexual (maduros e inmaduros)
de los individuos analizados (Smith, 1998; Marrama y Kriwet, 2017).

Se aplicaron también pruebas de multicolinealidad o multi correlacién de variables,
a la matriz de datos estandarizada con trans-log, con la finalidad de detectar y excluir las
variables con una correlacion estadisticamente significativa (P<0.05), que pudieran
disminuir o enmascarar la eficiencia e interpretacion de los resultados del Analisis de
Componentes Principales (ACP) (de Souza y Caetano, 2020). Esta nueva matriz

originada representando las variables no correlacionadas, fue empleada para analizar y
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evaluar las diferencias entre los especimenes, proyectadas en el morfoespacio
multidimensional ortogonal que ocupan en el ACP, sin considerar la designacion (entidad

taxonomica nominal, ETN) a priori (Marrama y Kriwet, 2017; Marrama et al., 2018, 2019).

Figura 2. Ubicacion de las 19 mediciones morfométricas y meristicas aplicadas en este
estudio. 1= Ancho del disco (AD), 2= Longitud del disco (LD), 3= Longitud total (LT), 4=
Longitud de la cola (LC), 5= Largo del I6bulo dorsal (LLD), 6= Alto del I6bulo dorsal (ALD),
7= Longitud pre orbital (LPO), 8= Distancia interorbital (DI), 9= Didmetro del ojo (DO),
10= Distancia interespiracular (Die), 11= Diametro del espiraculo (DE), 12= Longitud
preoral (LPoral), 13= Longitud internarinas externas (LIE), 14= Longitud internarinas (LI),
15= Longitud de la cortina nasal (LCN), 16= Ancho cortina nasal (ACN), 17= Longitud
interbranquial par 1 (LIB1), 18= Longitud branquial 1 a 5 (LB15) y 19= Longitud
interbranquial par 5 (LIB5).

Para soportar las diferencias entre las ETNs obtenidos partir del ACP, se empled
un Andlisis Multifactorial de la Varianza a través de Permutaciones (PERMANOVA por

sus siglas en inglés) y un Analisis de Similitud (ANOSIM por sus siglas en inglés). El
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primero fue aplicado con la finalidad de evaluar las diferencias de las distancias
euclideanas de los centroides de los ETNs, mientras que ANOSIM se llevé a cabo con el
fin de cuantitaficar el grado de sobreposicion entre los grupos o ETNs (Hammer et al.,
2001; Marrama y Kriwet, 2017; Marrama et al., 2019). Para este propostio se utilizo la
distancia Euclideana empleando un nivel de significancia de 0.05 y 9999 permutaciones
(Marrama y Kriwet, 2017). Todos estos analisis fueron realizados en el software
Paleontological Statistic o PAST v 4.02 (Hammer et al., 2001).

En conjnto con el ACP, se realiz6 un Analisis Discriminante (AD), utilizando una
estrategia escalonada progresiva (forward stepwise) con la finalidad de detectar las
diferencias entre las ETNs. A diferencia del ACP, el AD maximiza las diferencias entre
los grupos, a la vez que reduce la variacion intra-grupos y jerarquiza las variables
morfométricas que mas contribuyen a la separacion de las entidades seleccionadas a
priori (Smith et al., 2009; Marrama y Kriwet, 2017; de Souza y Caetano, 2020). Como los
AD no usan proyecciones ortogonales para sus estimaciones, la matriz estandarizada y
trans-log con todas las variables morfométricas fueron usadas en este andlisis. Los
pardmetros de aplicacion escalonada progresiva fueron delimitados a valores de
tolerancia=0.010, F de entrada=1.00y F de remocién = 0.00. Las distancias cuadraticas
de Mahalanobis entre cada valor y los centroides de cada grupo, fueron empleadas como
una medida estadistica (alpha=0.05) de los resultados obtenidos de los AD. Las
distancias de Mahalanobis consideran la inter correlacion entre las variables en el modelo
(que definen el espacio multifactorial), sobre las distancias Euclideanas. Finalmente, una
matriz de clasificacién fue calculada para evaluar la eficacia de las variables morfoldgicas

empleadas en la discriminacion de las ENT bajo estudio en esta investigacion.

Obtencion de datos meristicos

Los datos meristicos fueron obtenidos de diferentes elementos del cuerpo. Se
obtuvo el total de espinas presentes a lo largo de la linea media dorsal de cada ejemplar
(Fig. 2) y el nUmero de espinas presentes en la zona nucal (sobre el area branquial hasta
la cintura pectoral), la zona visceral (comprendida entre la cintura pectoral y la parte distal
del ano) y la zona de cola (comprendida después del ano hasta el aguijon aserrado).

También, se obtuvo el nUmero de radios de las aletas pectorales y pélvicas izquierdas, y

35



el numero de vertebras pre-espina caudal aserrada considerando la propuesta de
McEachran et al. (1996) y Nishida (1990). Estos datos fueron obtenidos de imagenes de
escaneo tomografico computarizado, placas de rayos X, asi como el descarnado de

ejemplares disponibles en los museos o colecciones consultadas.

Obtencion de datos genéticos

La determinacion taxonomica de las especies fue soportada con informacion
genética. Se obtuvo tejido muscular de ejemplares frescos provenientes principalmente
de la captura artesanal. Cuando fue posible y factible, la combinacion de informacion
genética y morfométrica del mismo individuo fue incluida en los analisis. EI ADN fue
extraido empleando el kit DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN®) siguiendo el protocolo del
fabricante. Se amplific6 el gen mitocondrial Nicotinamida Adenina Dinucle6tido
deshidrogenasa subunidad 2 (NADHz2), debido a que ha sido previamente empleado en
trabajos enfocados en la diferenciacion de especies de condricitos (e.g. Naylor et al.
2012; Kemper et al. 2015; Henderson et al., 2016; Iglesias et al.,, 2021). Todas las
reacciones de PCR fueron realizadas en un volumen total de 25 pL, conteniendo 5 uL
BSA (0.22%), 1x PCR Buffer, 0.2 mM dNTP mix, 0.48 yM de cada primer, 2.0 mM de
MgCl2, 0.025 U/uL Taqg DNA polymerase, 1.0 uL DNA sample y 8.8 pL agua Milli-Q. Los
iniciadores usados para amplificar este gen fueron ILE (A AGGAGCAGTTTGATAGAGT)
y ASN (AACGCTTAGCTGTTAATTAA) (Naylor et al., 2012). También, se disefiaron
iniciadores  (NADH2_UastL CCCCAAACATGTTGGTTAAAA y NADHz_UastR
TTGGAGGGTTTTTGTTCGTC), con el fin de amplificar aquellas muestras que no
amplificaron con los iniciadores ILE y ASN. Los iniciadores fueron disefiados en el
programa Primer3 (https://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Las condiciones del
termociclador fueron las siguientes: una desnaturalizacion inicial a 94°C por 120 s,
seguida de 30 ciclos de 94°C por 60 s, una temperatura de alineamiento de 64°C por
60s, y una extension a 72°C por 120 s. Se realizé una extension final de siete minutos a
72°C.

También se obtuvo un fragmento del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa
subunidad 1 (COI) de cuando menos un individuo previamente identificado y

secuenciado con el NADH2. ElI COI fue empleado como un marcador taxonémico
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complementario debido a que se ha empleado en algunos casos para identificar especies
de condrictios (e.g Ward et al., 2005; Moura et al., 2008; Mendonca et al., 2011;
Fontanelle et al., 2021; Crobe et al., 2021). Las amplificaciones fueron realizadas en un
volumen final de 25 pL con los reactivos previamente descritos para la mezcla de NADH2.
Los iniciadores empleados fueron FISH-F1 (TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAQC) y
FISH-R1 (TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA) (Ward et al., 2005). La amplificacién
se realizé de la siguiente manera: 94°C por 120 s, seguido de 35 ciclos, cada uno de
94°C por 30s, 54°C por 30s y 72°C por 60s. Se realizdé una extension final de 72°C por
10 minutos.

Las amplificaciones exitosas para ambos genes fueron secuenciadas en ambas
direcciones (i.e. forward y reverse) (Macrogen Inc.), usando los mismos iniciadores
empleados en las amplificaciones. Las secuencias obtenidas fueron editadas en el
programa ChromasPro 1.3.3 (Technelysium Pty Ltd, South Brisbane, Queensland,
Australia) y alineadas en el software Molecular Evolutionary Genetics Analysis o Mega X
(Kumar et al., 2018). Posteriormente, fueron comparadas con aquellas secuencias de
especies pertenecientes al mismo género disponibles en bases de datos en linea
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi y
http://v3.boldsystems.org/index.php/IDS _OpenldEngine).

Para detectar los clados asociadas a las ETNs se gener6 un arbol para cada gen
basado en las distancias obtenidas mediante el modelo de sustitucion nucleotidica de
Kimura 2 pardmetros (K2P) (Kimura, 1980) y empleando el algortimo del vecino mas
cercano (Neighbour-joining, NJ) (Saitou y Nei, 1987) en el programa Mega X (Kumar et
al., 2018). La robustez de los nodos del arbol, fue soportada mediante remuestreos
usando 1,000 réplicas. Las secuencias de Urotrygon disponibles en las bases de datos
en linea fueron incluidas en el arbol para compararlas con las secuencias obtenidas en
el presente estudio. Para el gen NADH:2 se incluyeron las secuencias reportadas como
Urotrygon rogersi (No. De acceso Genbank JQ519162) y Urotrygon cf. simulatrix (No. De
acceso Genbank JQ518942). Para el COl se incluyeron las secuencias reportadas como
Urotrygon chilensis (No. De acceso Genbank KY572908) y Urotrygon sp. (Bold System
KERRI336-08, KERRI337-08, y KERRI338-08). Las secuencias de Urobatis halleri del
NADH2 (No. De acceso Genbank JQ518939 y JN184083) y del COI (No. De acceso
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Genbank JN184083 y KF930522.1), fueron incluidas como grupo externo.

ANALISIS FILOGETICO

Para el andlisis filogenético se consideraron las especies de Urotrygon
confirmadas como validas a partir de los resultados taxondmicos obtenidos de este
estudio. La construccion del arbol filogenético se baso en la informacién conjunta de los
genes mitocondriales NADHz y COIl y del gen nuclear RAG-1 provenientes de cada uno
de los individuos (single specimen) representantes de las especies empleadas en el
analisis. ElI RAG-1 se amplific6 wusando los iniciadores RAG-1_UrogL
(ACCCATTGGAAACAATTTCG) y RAG-1_UrogR (TGAGAATCTCTCGTCTTTCTTCG),
disefiados en el presente estudio, y empleando una reaccion similar a la empleada en
los genes mitocondriales. El termociclador fue programado a una temperatura inicial de
94°C por 120 s, y 30 ciclos de 94°C por 60 s, 58°C por 60s, 72°C por 120 s; y una una
extension final de 72°C por 7 minutos.

La filogenia fue abordada mediante dos enfoques, uno de Maxima Verosimilitud
(ML por sus siglas en inglés) y otro de Inferencia Bayesiana (IB). El primero, tiene sus
fundamentos en la probabilidad de qué tan correcto o preciso son explicados los arboles
filogenéticos por los datos (Huelsenbeck et al., 2001; Brooks et al., 2007; Pefa, 2011).
Por su pate, el segundo enfoque, esta fundamentado en la “probabilidad posterior de un
arbol”, la cual es interpretado como la probabilidad de que un cladograma sea correcto
o veridico (Huelsenbeck et al., 2001). El teorema de Bayes es empleado para obtener
este valor, combinando la probabilidad filogenética inicial con el de verosimilitud para
finalmente producir la distribucién de probabilidad posterior de los arboles (Huelsenbeck
et al., 2001).

La seleccion del mejor modelo evolutivo para cada gen independiente (i.e.,
NADH2, COl y RAG-1) y uno concatenado, se determind con base en los valores del
rriterio informacion de Akaike (AIC por sus siglas en inglés) y el criterio de informacién
Bayesiana (BIC por sus siglas en inglés), generados por el software JModelTest2
(Darriba et al., 2012).

El arbol filogenético de ML fue obtenido en el programa MEGA X a partir de las

secuencias concatenadas (2,289 pb). Con la finalidad de probar la hipétesis nula de que
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las secuencias evolucionaron con el mismo patron de sustituciones, se realizé una
prueba de homogeneidad empleando 500 réplicas y un andlisis de Monte Carlo (Kumar
y Gadagkar, 2001). EI modelo de sustitucion que se empleé fue el General Time
Reversible con distribucion gama (GTR+G) y estimacion de las transiciones y
transversiones. Se incluyeron las siguientes especies de batomorfos como grupos
externos, con secuencias disponibles en bases de datos en linea: Mobula kuhlii (NADH2:
JQ518836, COIl: KT626484, RAG-1: KM364946.1) Mobula thurstoni (NADH2: KT626510,
COl: MG792121, RAG-1: KX485393), Rihinoptera steindachneri (NADH2: JQ518918,
COl: KM364907 y RAG-1: JN184124), Myliobatis californica (NADHz: JQ519159, COI:
EU489721 y RAG-1: KT187538). La topologia fue enraizada a Rostroraja eglentaria
(NADH2: JQ518889, COIl: MT455929, RAG-1: KX485415). Estas mismas especies y
secuencias se incluyeron como grupos externos en los andlisis filogenéticos con
Inferencia Bayesiana y en los andlisis de datacion molecular (ultraparametrizacion) de
los eventos de divergencia (nodos).

Los resultados filogenéticos ultraparametrizados basado en ML fueron generados
en el software MEGA X. Para la estimacion y calibracion (datacion molecular) de los
tiempos de divergencia de este arbol, fue empleado el método de RelTime (Tamura et
al., 2012) siguiendo a Mello (2018). Los tiempos de divergencia e informacién temporal
deben ser previamente obtenidos para calibrar los nodos del arbol (Mello, 2018). Para
esto, informacion y datos disponibles en la fuente en linea de TimeTree fueron
consultados (http://www.timetree.org/) (Kumar et al., 2017). Esta base de datos compila
los tiempos de divergencia estimados a partir de estudios moleculares y tiempos lineales
los cuales han sido optimizada para diversos taxa del “arbol de la vida” (Tree of Life)
(Hedges et al.,, 2015; Kumar et al.,, 2017; Mello, 2018). Inicialmente, se buscé la
disponibilidad de los tiempos de divergencia entre Urotrygon y Urobatis, sin embargo,
estos datos aun no estaban estimados. Debido a ello, al menos dos puntos de anclaje
temporal fueron incluidos en estos analisis de ultra paramentrizacion. El mas reciente
(3.6 Ma) fue basado en la divergencia estimada entre Mobula kuhli y M. thurstoni
(Poortrivet et al., 2015), mientras que la divergencia temporal mas basal (48 Ma) se
parametrizé con Rihinoptera steindachneri y Myliobatis californica. El soporte de cada

nodo fue basado en remuestreos (bootstrap), como una forma de evaluar la “confianza”
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de cada clado del cladograma obtenido (Felstein, 2004).

La filogenia obtenida con IB fue generada en el software MrBayes v3.2.1.
(Huelsenbeck y Ronquist, 2011) empleando los modelos de evolucidon sugeridos para
cada gen independiente. Para el gen NADH:2 el modelo empleado fue Hasegawa-Kishino-
Yano con distribucion Gama (HKY+G); para COI fue el mismo modelo, pero
considerando la proporcion de sitios invariables (HKY+l), y finalmente, para el RAG-1, el
modelo empleado fue el TN93+G. Los parametros del procedimiento fueron establecidos
empleando dos corridas independientes, 10 millones de generaciones, tres cadenas (una
fria y dos calientes) y muestreos cada 3,000 generaciones (Ronquist et al., 2020). Las
cadenas calientes pueden explorar de forma mas rapida el espacio de los arboles
filogenéticos, permitiendo homogenizar la superficie posterior de probabilidad
(Hueselbeck y Ronquist, 2001). Valores inferiores a 0.01 de desviacion estandar entre
las frecuencias indican que el numero de iteraciones del modelo es suficiente (Ronquist
et al.,, 2020). El 25% del total de las muestras fueron desechadas (burn-in) en la
exploracion para encontrar el parametro de los valores cercanos a la maxima
verosimilitud durante la estimacion de los parametros de salida (Ronquist et al., 2020).
Los parametros resultantes para cada corrida (y la combinada) fueron analizados en el
software Tracer 1.7.2. (Rambaut et al., 2018) con la intencién de revisar el soporte de los
pardmetros estimados a partir de los valores del tamafio efectivo de la muestra (SSE por
sus siglas en inglés) junto con el Tiempo de Auto-Correlacién (ACT por sus siglas en
inglés) (Rambaut et al., 2018). Valores superiores a 200 de SSE, fueron considerados
confiables debido a que pueden sugerir un tamafio de muestra suficiente (Rambaut y
Drummond, 2009; Poortvliet et al., 2015). La probabilidad posterior (PP) fue estimada
para los arboles filogenéticos obtenidos con MrBayes removiendo (burn-in) también el
25% de los primeros arboles generados. Los arboles fueron visualizados y editados con
el software FigTree v.1.4.4 (Rambaut, 2009) (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree).

La estimacibn de los tiempos de divergencia y tasa de sustitucion
(ultraparametrizacion) filogenética fueron también inferidos mediante IB, empleando el
software Bayesian Evolutionary Analyses by Sampling Trees o BEAST 2 (Bouckaert et
al., 2014). El software Bayesian Evolutionary Analysis Utility o BEAUTI fue empleado

para editar los parametros y crear el archivo xml necesario para el andlisis. Para cada
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gen (particion) se empleo el modelo de sustitucion obtenido previamente en el software
JModelTest2 (Darriba et al., 2012). Se empleo el modelo de reloj molcular RCLN vy el
modelo de especiacion de Yule considerando que las tasas de sustitucion entre los tres
genes no es la misma ni uniforme en el tiempo. La datacién de divergencia fue
estandarizada a 48 Ma con una desviacion standard de 4.5 para el nodo entre R.
steindachenri y M. californica; mientras que, para el nodo de Mobula spp con una media
de 3.5 con desviacion standard de 1.5 fue asignado. Esto fue estandarizado, con la
finalidad de ser congruentes con lo realizado para estos resultados basados en ML. Se
emple6 una longitud de cadena de 10 millones de generaciones, con muestreos cada
5,000 generaciones.

La robustez de los parametros estimados fue conformada empleando el tamafio
de SSE (>200) y ACT en el software Tracer (v1.7 Rambaut et al., 2018) descartando
(burn-in) previamente el 25% de las muestras. Dado que los métodos bayesianos estan
basados en muestreos mediante Cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC por sus siglas
en inglés), una gran cantidad de datos (generaciones) y cladogramas (arboles) son
generados, representando las diferentes opciones jerarquicas posibles (Drummond et
al.,, 2002; Bouckaert et al., 2014). Estos diferentes cladogramas generados fueron
observados en el software DensiTree v.2.2.7 (Bouckaert y Heled, 2014), con la finalidad
de observar la tendencia de los valores obtenidos. Finalmente, el arbol con la mayor
credibilidad fue generado en el software TreeAnotator v 1.7.5 (Drummond y Rambaut,
2007; Drummond et al., 2012; Bouckaert et al., 2014) y visualizado y editado en el
software FigTree 1.3. (Rambaut, 2009).

ANALISIS BIOGEOGRAFICO

El analisis de la biogeografia histérica del género Urotygon, se realizé en el
software Reconstruct Ancestral State in Phylogenies o RASP v.4 (Yu et al., 2020). La
presencia y distribucion de las especies de Urotrygon se homologaron con las eco-
regiones marinas de Spalding et al. (2007), en sustitucion de los limites geopoliticos de
cada pais. En total se emplearon 15 (i.e., 10 para el Pacifico y cinco para el Atlantico),
las cuales estan asignadas y delimitadas con base en su origen, tiempo de formacion,

similitud de las propiedades abidticas del sustrato y placas (Spalding et al., 2007). De
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esta forma, la matriz de presencia/ausencia de cada especie de Urotrygon en las eco-
regiones marinas, esta basada en los resultados del andlisis de la distribucién de las
especies. Algunos datos disponibles en repositorios digitales no fueron incluidos en el
analisis, debido a la alta incertidumbre en la determinacion taxondémica de las especies.

El cladograma filogenético ultra-parametrizado con IB en el software BEAST2, fue
empleado para mostrar los resultados del analisis biogeografico obtenido en el software
RASP v.4. Empleando este mismo programa se realizd una prueba para seleccionar el
mejor modelo basado en el criterio de Akaike basado en los analisis de BioGeography
with Bayesian (and likelihood) Evolutionary Analysis in R Scripts 0o BioGeoBEARS
(Matzke, 2014) incluido en el software RASP4. Segun este autor, este analisis esta
disefiado para realizar inferencias de la historia biogeogréafica en filogenias, y también
pruebas de modelos y eleccién de modelos de los muchos modelos posibles diferentes
de como la biogeografia puede evolucionar en una filogenia como la dispersion,
vicarianza, especiacion del evento fundador, DEC, DIVA, BAYAREA, entre otros
(Matzke, 2014). En la presente investigacion, el mejor modelo seleccionado fue el
analisis estadistico de dispersidn-vicarianza (S-DIVA por sus siglas en inglés) (Yu et al.,
2010). Finalmente, el &rbol fue observado y editado indicando los nodos para distinguir
los eventos de vicarianza y dispersion con colores diferentes.

Las fechas estimadas de eventos importantes ocurridos a nivel mundial y
continental, que han sido empleados para explicar procesos de dispersion y vicarianza
en batomorfos y elasmobranquios (e.g., Poortvliet et al., 2015; Acero et al., 2016;
Fontanelle et al., 2021), como la formacion del istmo de Panama y los movimientos cis y
trans-andinos, fueron considerado e inluidos en el analisis. La datacion del cierre del
istmo de Panama (=3 Ma) se estimo siguiendo la propuesta de Leigh et al., (2014). Por
otro lado, la estimacion de la datacion (=10 Ma) de otro evento continental de gran
importancia (i.e., conclusién del sistema Mega-Humedal de Pebas, (referido como Pebas
de aqui en adelante), que cubrié mas de 1 millén de Km?, inundando gran parte de la
Amazonia occidental, fue estimado siguiendo los resultados propuestos por Hoorn et al.
(2010), Wesselingh y Horn (2011), Bernal et al. (2019) y Fontenelle et al. (2021).
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RESULTADOS

Se revis6 un total de 207 ejemplares pertenecientes a 12 ETNs del género
Urotrygon (Tabla 3). En promedio, dos de cada 10 (21.6%) del total de individuos
consultados, presentaron discrepancias entre la determinacion taxondémica inicial (del
frasco o lote) con respecto la re-identificacion realizada en el presente estudio. Posterior
a la depuracion y exclusion de los datos y especimenes morfolégicamente incompletos,
el tamafo de muestra final para los analisis morfométricos se redujo a 175 individuos
correspondiente a 10 ETNs, dos de las cuales con resolucion actual dudosa o
consideradas como sinénimos junior (Tabla 3).

Tabla 3. Numero de ejemplares por entidad taxonémica nominal analizados en este
estudio. Los ejemplares consultados mantienen la determinacion taxondmica propia del
ejemplar en la coleccién nacional o internacional consultada. Los ejemplares usados en
los analisis morfométricos y genéticos fueron previamente reidentificados de acuerdo con
nuestros criterios y claves dicotomicas. Especies cuya resolucion actual es dudosa o
sinénimo junior estan denotados con asterisco (*).

LT (mm) NGmero de individuos

Entidad taxonémica min-max Consultados Usados en Usados
nominal morfométria  genética
Urotrygon aspidura 117-275 31 16 4
* Urotrygon asterias 205-498 39 60 17
* Urotrygon caudispinosus 310 4 1 0
Urotrygon chilensis 145-360 40 18 5
Urotrygon cimar 160-280 3 4 3
Urotrygon 128-259 25 16 0
microphthalmum
Urotrygon munda 199-250 6 6 2
Urotrygon nana 117-215 12 10 0
Urotrygon peruanus - 4 0 0
Urotrygon rogersi 193-714 40 45 12
* Urotrygon serrula - 1 1 0
Urotrygon venezuelae - 2 0 2

Total = 12 207 175 44

ANALISIS MORFOMETRICO
Los resultados pareados del analisis de multicolinealidad mostraron correlaciones
de magnitudes medias a fuertes (Fig. 3). Las correlaciones estadisticamente

significativas independientemente de su direccion (positivas o negativas) fueron
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excluidas de los andlisis siguientes, resultando en la disminucion de la
multidimensionalidad inicial de 18 variables a solo cinco (Fig. 3). Las cinco variables
seleccionadas para los ACP fueron: la altura del I6bulo dorsal (6), longitud pre orbital (7),
diametro del ojo (9), diametro del espiraculo (11) y ancho de la cortina nasal (16). Los
dos primeros componentes principales (i.e., 36% en el CP1 y 27% en el CP2,
respectivamente) explicaron el 63% de la varianza total de estas cinco variables (Fig. 4).
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Figura 3. Representacion grafica de la multicolinealidad pareada de las 18 variables
morfométricas empleadas en este estudio. Valores de correlacion de p>0.05 estan
demarcadas con X. Las elipses indican el sentido y la intensidad del color representa la
magnitud de la correlacién.

Los valores de carga o de contribucion (factor loadings) de las cinco variables
morfométricas para cada componente principal, se detallan en la Tabla 4. EI CP1
acumulé el 36% de la varianza total, siendo la variable diametro del ojo la que mejor
explico dicha varianza. Este componente, permitié separar a U. microphthalmum, U.
nana, U. cimar y U. munda de las demas especies analizadas (Fig. 4). Por otro lado, el
CP2 explicd el 27% de la varianza, siendo la altura del Iobulo dorsal la mas mas
dominante (Tabla 4). Esté componente, de forma general, separé a las especies U.
asterias, U. rogersi y U. chilensis de las demas ETNs incluidas (Fig. 4). En la

representacion bidimensional (Fig. 4) del espacio multidimensional, indica que ETNs con
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mayor longitud preorbital, con cortinas nasales anchas y didmetros de ojos reducidos se
ubicaron juntos (i.e., U. nanay U. microphthalmum). A excepcién de U. aspidura, U. nana,
U. microphtalmum, la mayoria de las ETNs analizados se caracterizaron por presentar
una mayor altura del I6bulo dorsal (Fig. 4). Finalmente, U. asterias y U. chilensis se
ubicaron el espacio multidimensional caracterziado por presentar ojos y espirdculos mas
grandes con respecto a las demés ETNs analizados (Fig. 4).

Tabla 4. Valores de carga (loadings) o contribucion de las cinco variables morfométricas
en cada componente principal generado. En negrita se resalta la variable con mayor
contribucion para cada CP.

Variable/Componente Principal 1 (36%) 2 (27%) 3 (18%) 4 (14%) 5 (5%)

Altura I6bulo dorsal 0.56 0.74 0.32 -0.10 -0.05
Longitud pre orbital 0.19 0.19 0.09 0.17 0.93
Diametro del ojo 0.70 -0.36 -0.45 -0.07 0.29
Didmetro del espiraculo 0.26 -0.43 0.70 0.48 -0.01
Ancho cortina nasal 0.02 0.27 -0.42 0.84 -0.16

Los resultados de las pruebas no paramétricas de PERMANOVA (F=10.81;
P=0.0001) y ANOSIM (R=0.5094; P=0.0001), indicaron diferencias entre las ETNs. Los
resultados de las pruebas pareadas no soportaron diferencias significativas (P>0.05)
entre U. chilensis y U. asterias, U. cimar y U. chilensis, U. cimar y U. rogersi, U. munda
y U. rogersi, U. munda y U. cimar, y finalmente, U. caudispinosus y todas las ETNs (Tabla
5). De forma similar, ANOSIM no arrojé diferencias significativas en la sobreposicion de
las areas de las ETNs U. asterias y U. chilensis y U. munda, U. cimar (Tabla 5). Debido
al bajo nimero de muestras (n=1) representando a la ETN U. caudispinosus, no fue
posible incluirla en el analisis de ANOSIM.

De las 18 variables morfométricas, el modelo de AD usando estrategia escalonada
progresiva (forward stepwise) incluy6é 16 estadisticamente significativas para discernir
entre las ETNs (Tabla 6). Estos resultados fueron congruentes con los resultados de
ACP, detectando como variables importantes aquellas principalmente relacionados con
el sistema respiratorio, de locomocion y visual para discernir entre las especies de
Urotrygon. Las variables morfométricas mas importantes jerarquizada por el modelo de
AD fue la longitud interbranquial par #1 (Lamda=0.2711y F=61.81) seguido del diametro
del ojo (Lambda 0.1081 y F=46.65). El eje o raiz 1 del AD explico el 47.6% de la varianza
y la raiz 2 el 25.2%, representando en conjunto el 72.8% de la varianza total (Fig. 5).

45



Tabla 5. Resultados pareados de la prueba no paramétrica de PERMANOVA (diagonal superior) y ANOSIM (diagonal
inferior) obtenida en este estudio. En negrita aquellos valores con P>0.05. Para la ETN Urotygon caudispinosus
no fue posible realizar la prueba de ANOSIM debido al bajo nUmero de muestras.

. Urotrygon caudispinosus

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1. Urotrygon asterias 0.0001 0.0798 0.0001 0.0001 0.0001 0.0137 0.0277 0.4425
2. Urotrygon aspidura 0.0001 0.0002 0.0001 0.0001 0.0001 0.0456 0.0572 0.5476
3. Urotrygon chilensis 0.2597 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.2129 0.0232 0.1618
4. Urotrygon rogersi 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.3564 0.2419 0.3391
5. Urotrygon nana 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0039 0.0009 0.0893
6. Urotrygon microphthalmum 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0044 0.0004 0.231
7. Urotrygon cimar 0.0222 0.029 0.0032 0.0039 0.0404 0.0006 0.2355 0.2519
8. Urotrygon munda 0.0001 0.0004 0.0001 0.0001 0.0025 0.0001 0.6139 0.2355
9
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Tabla 6. Variables morfométricas seleccionadas por el modelo de Analisis Discriminante forward step wise para la
separacion y determinacion de especies del género Urotrygon analizadas en esta investigacion. EI numero de las
variables corresponde con los detallados en la figura 2.

# Variable Step F to p-value Lambda F-value p-value
morfométrica

17 1 61.81254 0.000000 0.271186 61.81253 0.00
9 2 34.46488 0.000000 0.108136 46.65134 0.00
12 3 21.23715 0.000000 0.055885 37.67079 0.00
5 4 13.04785 0.000000 0.035413 31.11958 0.00
10 5 7.94714 0.000000 0.026148 26.09752 0.00
18 6 6.71158 0.000001 0.020096 22.75948 0.00
3 7 6.43863 0.000001 0.015569 20.51427 0.00
16 8 5.27776 0.000020 0.012557 18.69556 0.00
6 9 5.04706 0.000036 0.010201 17.31802 0.00
2 10 4.97697 0.000043 0.008299 16.26108 0.00
4 11 4.73576 0.000078 0.006805 15.39769 0.00
19 12 3.72648 0.000952 0.005797 14.54621 0.00
11 13 3.61929 0.001244 0.004954 13.83257 0.00
14 14 3.21513 0.003353 0.004301 13.17984 0.00
13 15 3.07151 0.004764 0.003752 12.60808 0.00
8 16 2.84525 0.008234 0.003301 12.08880 0.00
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Figura 4. Biplot de la distribucion en el morfoespacio multidimensional de los ejemplares
por entidad taxondmica nominal de Urotrygon y las cinco variables morfométricas
obtenidos en los primeros dos componentes principales del espacio multidimensional del
ACP.). Alto del I6bulo dorsal (6), Longitud pre orbital (7), Didmetro del ojo (9), Diametro
del espiraculo (11) y Ancho cortina nasal (16).

Las ETNs U. microphthalmum, U. nana, U. munda y U. cimar se caracterizaron
por tener una menor amplitud del LIB1. En general, y con base en las medidas
morfométricas realizadas en este estudio, todas las ETNs ocuparon diferentes lugares
en el morfoespacio del AD (Fig. 5). Considerando el tamafio de muestra y la
sobreposicion de las elipses con 95% de confianza, las ETNs de U. chilensis y U. asterias
fueron las mas similares morfologicamente (Fig. 5). La matriz de clasificacion del AD
considerando las variables del modelo forward stepwise, soporto6 el 91.1% de asignacion
correcta (Tabla 7). La mayor incertidumbre (66.6% de acierto) se obtuvo para U. chilensis
mientras que valores de 100% de acierto se obtuvieron para las ETNs U. munda y U.
cimar. Valores cercanos y superiores a 90% fueron obtenidos para las ETNs de U.

asterias, U. aspidura, U. rogersi, U. nana, U. microphthalmum (Tabla 7).
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Tabla 7. Matriz de clasificacion del Analisis Discriminante (AD) morfométrico aplicado en las entidades taxon6micas de
Urotrygon incluidas en este este estudio. Se incluye el porcentaje de acierto para cada ETN de Urotrygon. En negrita
(diagonal) se incluyen el numero de individuos correctamente asignado por el AD y los asignados a priori. Se incluyen el
numero de ejemplares (no coincidentes con la asignacion a priori) por la matriz de clasificacion AD basado en su
morfometria a otras ETN.

% de acierto 1 2 3 4 5 6 7 8

1. Urotrygon asterias 98.3 57 0 1 0 0 0 0 0
2. Urotrygon aspidura 86.7 0 13 1 1 0 0 0 0
3. Urotrygon chilensis 66. 7 4 1 10 0 0 0 0 0
4. Urotrygon rogersi 89.1 4 0 0 41 0 0 1 0
5. Urotrygon nana 90.0 0 0 0 1 9 0 0 0
6. Urotrygon microphthalmum 93.7 0 0 0 1 0 15 0 0
7. Urotrygon cimar 100.0 0 0 0 0 0 0 4 0
8. Urotrygon munda 100.0 0 0 0 0 0 0 0 5
Total 91.1 65 14 12 44 9 15 5 5
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Figura 5. Representacion grafica bidimensional (raiz 1 y raiz 2) del Analisis Discriminante
con forward stepwise aplicado con 16 variables morfométricas en 175 individuos de
Urotrygon spp. con sus elipses de 95% de confianza.

Los resultados de las distancias cuadraticas de Mahalanobis entre los centroides
de las ETNs, variaron entre 7.62 y 99.6 (Tabla 8). La menor distancia estimada fue entre
U. chilensis y U. asterias (7.628), lo cual, es congruente con lo obtenido en los AD y la
alta similitud morfolégica existente entre estas ETNs. Por otro lado, la ETN con la
distancia mayor fue U. aspidura con 50.7 (U. chilensis y U. rogersiy U. asterias) y valores

superiores a 90.9 (con U. nana, U. microphthalmum, U. cimar y U. munda) (Tabla 8).

Tabla 8. Distancias cuadraticas de Mahalanobis entre las entidades taxondémicas
nominales estudiadas. U. asterias (1), U. aspidura (2), U. chilensis (3), U. rogersi (4), U.
nana (5), U. microphthalmum (6), U. cimar (7) y U. munda (8).

ETN 1 2 3 4 5 6 7 8
1 0.000 51.682 7.628 13.045 28.550 34.067 29.435 38.205
2 0.000 50.702 50.709 99.964 90.980 97.676 99.533
3 0.000 17.680 47.495 49.220 50.389 60.810
4 0.000 28.484 18.118 26.086 36.920
5 0.000 26.953 31.609 34.559
6 0.000 28.478 33.100
7 0.000 16.405
8 0.000
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Los resultados basados en meristica, sobre los individuos analizados, también
proporcionaron informacion congruente, Gtil, confiable y rapida para distinguir entre las
ETNs evaluadas. Por ejemplo, se puede mencionar que el nimero y ubicacion de las
espinas dorsales, es de gran utilidad y confiabilidad para discernir entre las ETNs. Es
importante sefialar que la meristica de este caracter puede variar de acuerdo con el
estadio sexual del individuo, resultando en un conteo menor en ejemplares juveniles.

Sin embargo, existe cierta congruencia en la ubicacion y nimero de estas espinas
entre las especies. En general, los resultados, indican que U. asterias y U. simulatrix
presentan un mayor numero de espinas nucales (entre cinco y siete), con respecto a las
demas especies analizadas (Tabla 9). De igual forma, estas dos especies registraron el
mayor numero de espinas a lo largo de la linea media dorsal con un maximo de 42.

Particularmente, los ejemplares de U. rogersi CICIMAR-CI 8326 a CICIMAR-CI
8330 obtuvieron los conteos maximos de espinas dorsales para esta especie (n>30).
Usencia de espinas dorsales fueron detectadas en las especies U. munda, U. nanay U.
microphthalmum y U. reticulata. Urotrygon aspidura soOlo presentd estas espinas
exclusivamente en la cola. Las especies restantes presentaron espinas dorsales en con
bajos conteos o restringidos a ciertos lugares (Tabla 9).

El nimero de vértebras entre la zona nucal y la base de la espina aserrada
proporcioné informacion atil para discernir entre las ETNs evaluadas. En general, un
menor numero de vertebras pre-espina aserrada fue registrado para las especies de U.
venezuelae (n=76) y U. munda (n= 80) (Tabla 9). Por otro lado, U. rogersi registro la
mayor cantidad de vertebras, con un minimo de 100. En algunos casos, el nimero de
radios de la aleta pectoral permitieron diferencias entre las ETNs (68 U. venezuelae, 73
U. munda, 88 U. chilensis y 89-90 U. asterias); sin embargo, en otros casos como U.
chilensis y U. asterias no fue posible. Una alta sobreposicién de la cantidad de radios
pélvicos fue determinada para todas las especies analizadas (Tabla 9).
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Tabla 9. Datos meristicos obtenidos para las especies de Urotrygon Gill, 1862. MM= (Miyake and McEachran, 1986),
N=Nishida (1990), MD= Montes-Domiguez, (2001), L= Last et al. (2016), S= Schultz (1944), PE=Presente estudio. H=
Holotipo, S=Syntipo. ROM= Royal Ontario Museum. USNM=Museo de Historia Natural, NE=No evaluado

Variable/Especie U. munda U. chilensis U. asterias
Dientes mandibula 27-36 (Mode 37 MM. oMD 32-48 (moda 38)MM; 24°M: 36 ClI-
superior 31)MM; 23MD ; CICIMAR 8335FE
. 84-97 (mode 89)MM; 88N; 94 USNM
- _77MM, L. ’ ’
vertebras pre-espina  72-777"% 78PE: 81(H)PE: 85MM: 8497 131021 X-Ray's 88 CI-CICIMAR
aserrada 80(S) 8335PE
1-6. Comun una espina en L
Espinas nucales 0-2 ejemplares <220 mm LT. Moda= 3 28, WISERI S 82/34%3}?&4/48) - Raro <5
(n=8/28). Raro >4 (n=6/28)
2-16. Usualmente 4 — 6 espinas (n=
Espinas viscerales 0 0-8 espinasFE 18/48). Sin embargo, 17 individuos con
> 10 fueron registrados’E
0-10 espinas. Usualmente <7.
, Raro >8 (individuos >300mm LT), 3-19. Moda = 6 (9/48). 50% (24
Espinas de la cola 0 L : A
pero otros con talla similar ejemplares) con = 10 espinas
presentaron 3, 4 and 5 espinas”t
Total de espinas 1-3 1-18. Usualmente <10. Raro >15 10-42. Moda 16 (n=7/48). Raro <15
b (n=7/28, >300 mm TL)PE (n=12/48). 36 0 mas (10/48)PE,
. s 14N; 23°M: T oo 19-20N; 18-22MP: 17-20 CI-CICIMAR
REOIEE [PEITTDE 22(S)PE 20 22 ) 8334-8335, USNM 131021 X-Ray"E
N 38-
Radios Propterygium 32(S§§E 39 42 (H)PE 42N: 41 USNM 131021 X-Ray"E
I\R/Iad'os . 6V: 6 (S)PE 12 (H)PE 11N; 11 USNM 131021 X-RayPE
esopterygium
. . 21 N; 29-28 PE N - PE
Radios Metapterygium (S)PE 34 (H) 37"N; 38 USNM 131021 X-Ray
: 59N; 65MP: 73- T =5 90 N; 82MP; 89-90 CI-CICIMAR 8334-
Total radios pectoral 73 (S)PE 80MP; 88 (H) 8335, USNM 131021 X-RayE
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Continuacion

Variable/Especie U. rogersi U. aspidura U. nana U. cimar U. reticulata
Dientes NE 34-3g MM L
. . 28-46 MM.L. 27/ ’
mandibula 32-46 (Media 38)MM.L BMD 99-35 MML
superior
Vertebras pre- 93-103M.L: 100(H) CAS-  84-94 (media 57.67 MML 75-77B.L 68-69-
espina aserrada 11700 X-RayPE; 103PE 9Q)MM.L
, 1-6. Moda 3. Raro>5 MM.LPE MM.L.MD.PE 0-3'B.LPE 0 (H)PE
ESPINES MUEEIES (individuos >570cm LT) 0 0
Espinas 1-15. Raro >10 individuos QlBLPE 0 (H)PE
viscerales >570cm LT (e.g. CICIMAR- 0 MM.L.PE 0 MM.LMD,PE
Cl 8326 - 8330)
Espinas de la 1-17. Raro >10 individuos QlBLPE 0 (H)PE
ool >570cm LT (e.g. CICIMAR-  0-8 MM.LPE 0 MM.LMD,PE
Cl 8326 - 8330)
2-35. Raro >20 individuos 0-3LB.LPE 0 (H)PE
Total de espinas  >500cm LT (e.g. CICIMAR- 0-8 MM.LPE 0 MM.L,MD,PE
Cl 8326 - 8330)
Radios pélvicos 25(H) CAS-11700 X-Ray'™s NE NE NE NE
Radios 33 ROM NE NE
Propterygium 44(H) CAS-11700 X-Ray's NE 66837 CT-
SCANPE
Radios TS 7 ROM 66837 NE NE
Mesopterygium 10(H) CAS-11700 X-Ray NE S
Radios 40 (H) CAS-11700 X-Rays NE NE NE NE
Metapterygium
Total radios 94 (H) CAS-11700 X-Ray™ NE NE NE NE

pectoral
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Continuacion

Variable/Especie U. simulatrix U. venezuelae U. microphthalmum
Dientes mandibula superior 29-35 MM.L 308S;27-38 (Media 31)MM.L 28-43 (media 34)MM
Vertebras pre-espina aserrada 83-86 MML 74-76 (Media 75)2“;;;26 TCWC 7055 X- 66 77 (media 72)MM
Espinas nucales 7 (H)PE 3PE Q MM, TS
Espinas viscerales 16 (H)PE 8PE Q MM, TS
Espinas de la cola 19 (H)PE 10PE 0 MM, TS

Total de espinas 42 (H)PE 21PE Q MM. TS
Radios pélvicos NE NE NE

Radios Propterygium NE NE NE

Radios Mesopterygium NE NE NE

Radios Metapterygium NE NE NE

Total radios pectoral NE 68 TCWC 7055 X-RayPE NE
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Se secuneciaron un total de 45 ejemplares pertenecientes a siete ETNs
provenientes de diferentes eco-regiones marinas para obtener la informacion del gen
NADH:2 (Fig. 6). Dos secuencias disponibles en bases datos en linea fueron incluidos en
los andlisis (i.e., Urotrygon cf. simulatrix JQ518942.1 y Urotrygon rogersi JQ519162.1).
El cladograma obtenido a partir de estas secuencias indico la presencia de siete clados
asociados a siete ETNs, estadisticamente soportados mediante re-muestreos con
valores del 100% (Fig. 6). Lo anterior, también puede ser observado mediante las
distancias netas entre las ETNs analizadas (Tabla 10), validando a siete especies como
sinonimia senior (i.e., U. asterias, U. chilensis, U. venezuelae, U. munda, U. cimar, U.
aspidura y U. rogersi). La menor distancia genética neta entre U. asterias y U. chilensis
fue de 0.045 (4.5%) (Tabla 10), congruente con el resultado obtenido del andlisis
morfoldgico.

La secuencia U. cf. simulatrix se integré al clado de U. asterias (Fig. 6) sin mostrar
una diferencia genética con esta especie (Tabla 10). Se detectaron dos subclados de U.
asterias, los cuales presentaron una distancia neta de =1%. A diferencia U. asterias, en
U. rogersi no se observaron subclados asociados a sitios geograficos particulares a pesar
de la amplia area geografica considerada durante la recolecta (Fig. 6). Urotrygon cimar
y U. munda formaron clados independientes bien soportados. Un individuo identificado
originalmente de manera incorrecta como Urotrygon munda fue reconocido
genéticamente como U. cimar.

Los resultados obtenidos del cladograma obtenido a partir del gen COI (400 pb)
(Fig. 7), fueron similares a los obtenidos a partir del NADH2. A pesar de su menor tasa
de evolucion, el COI también permitié reconocer la presencia de los siete clados
identificados mediante el NADH:z (Fig. 7). A partir del analisis del COI, se pudieron
identificar a nivel de especies soportados con valores altos de bootstrap las secuencias
disponibles en la base de datos del Bold System. La secuencia rotulada como Urotrygon
sp. KERRI 337.08.COI-5P se agrupé con U. asterias, las rotuladas como MBMAPO51-
17.COl y KY572908, se agruparon con U. chilensis y las rotuladas como Urotrygon sp.
KERRI 336.08.COI-5P y Urotrygon sp. KERRI 338.08.COI-5P como U. rogersi (Fig. 7).
Las secuencias rotuladas como Urotrygon venezuelae MN105754.1 y Urotrygon

venezuelae GBMNB8850-20.COI-5P no correspondieron al clado identificado como U.
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Urotrygon asterias CRIP-BB-INP 9331 (MTP)
Urotrygon cf. simulatrix JQ518942.1
Urotrygon asterias CICIMAR-CI 8339 (C)
Urotrygon asterias CICIMAR-CI| 8338 (C)
Urotrygon asterias CICIMAR-CI 8337 (C)
—Urotrygon asterias CICIMAR-CI| 8336 (C)
Urotrygon asterias CICIMAR-CI 8335 (C)
Urotrygon asterias CICIMAR-CI| 8334 (C)

100 Urotrygon asterias CICIMAR-CI 8341 (C)

100

100!

100

|

Urotrygon asterias CICIMAR-CI 8340 (C)
Urotrygon asterias CICIMAR-CI 8343 (MT)

Urotrygon asterias CICIMAR-CI 8342 (C)
Urotrygon asterias UCR-319 (N)
Urotrygon asterias Usp4 (N)

Urotrygon asterias UCR-314 (N)
Urotrygon asterias UCR-281 (N)
Urotrygon asterias UCR-286 (N)
Urotrygon asterias UCR-301 (N)

Urotrygon chilensis 1210 (CP)

Urotrygon chifensis IMARPE 2039 (CP)

100 Urotrygon chilensis SR95 (G)

Urotrygon chilensis Rz01 (G)

Urotrygon chilensis AC43 (G)

rUrotrygon venezuelae 02 (SWC)
100L-Urotrygon venezuelae 01 (SWC)

Urotrygon cimar 70 (N)
Urotrygon cimar 64 (N)
Urotrygon munda 10 (N)

100

0.020

CRI MTP

Urotrygon aspidura Usp13 (N)
100| *Urotrygon aspidura Usp14 (N)
Urotrygon aspidura Usp7 (N)
Urotrygon aspidura Usp16 (N)

h\rr ‘!v r ‘,V URG-016
rUrobatis halleri JN184083
100L-yrolophus halleri JQ518939.1

Figura 6. Cladograma del gen mitocondrial NADH2 (900 pb) de las entidades

taxonomicas nominales del género Urotrygon obtenidas en este estudio. Secuencias

disponibles en bases de datos en linea estan resaltadas en fuente negrita junto con el
codigo de acceso. Fuentes de cada color indican las diferentes especies consideradas
como validas en esta investigacion. Entre paréntesis se incluye la ecorregién marina (por
sus siglas en inglés) de recolecta del individuo analizado: Corteziana (C), Peru Central
(CP), Guayaquil (G), Transicion Magdalena (MT), Pacifico Tropical Mexicano (MTP),

Nicoya (N) y Caribe suroccidental (SWC).
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Urotrygon sp. KERRI337-08.COI-5P
Urotrygon asterias CICIMAR-CI 8338 (C)
Urotrygon asterias 319 (N)
Urotrygon asterias 314 (N)
Urotrygon asterias sp4 (N)
Urotrygon asterias 281 (N)
Urotrygon chilensis MBMAP051-17.COI-5P
Urotrygon chilensis KY572908
Urotrygon chilensis IMARPE 2039
97|Urotrygon chilensis SR95 (G)
Urotrygon chilensis AC43 (G)
Urotrygon chilensis Rz01 (G)

100

P

100 Urotrygon munda 10 (N)
Urotrygon cimar 70 (N)

100 [Urotrygon aspidura 13 (N)
Urotrygon aspidura 7 (N)

) rogersi O

99

U ;m)v\r”,} ro j( “ “‘
———tUrotrygon sp. (‘ERM)% 08.COI-5P
Um“won sp. VW?!BQ 08 u:}[ 5P

98| EUrotrygon venezuelae 01 (SWC)
Urotrygon venezuelae 02 (SWC)
Urobatis halleri JN184083.1
100lUrolophus halleri KF930522.1

0.020

Figura 7. Cladograma del gen mitocondrial COI (400 pb) de las entidades taxonémicas
nominales del género Urotrygon obtenidas en este estudio. Secuencias disponibles en
bases de datos en linea estan resaltadas en fuente negrita junto con el cédigo de acceso.
Fuentes de cada color indican las diferentes especies consideradas como validas en esta
investigacion. Entre paréntesis se incluye la ecorregion marina (por sus siglas en inglés)
de recolecta del individuo analizado: Corteziana (C), Peru Central (CP), Guayaquil (G),
Nicoya (N) y Caribe suroccidental (SWC).
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Tabla 10. Distancias genéticas netas (NADHz con 900 pb) entre las entidades taxondmicas nominales de Urotrygon
analizadas en este estudio. Diagonal inferior valor promedio de las distancias y diagonal superior el error estandar.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1. Urotrygon asterias 0.001 0.006 0.014 0.014 0.016 0.016 0.015 0.016
2. Urotrygon cf. simulatrix 0.002 0.007 0.014 0.015 0.016 0.017 0.015 0.016
3. Urotrygon chilensis 0.045 0.050 0.014 0.014 0.015 0.015 0.014 0.015
4. Urotrygon cimar 0.162 0.167 0.163 0.011 0.012 0.012 0.014 0.014
5. Urotrygon munda 0.165 0.174 0.158 0.097 0.013 0.013 0.014 0.016
6. Urotrygon aspidura 0.200 0.204 0.196 0.133 0.135 0.007 0.015 0.016
7. Urotrygon rogersi 0.199 0.207 0.187 0.127 0.139 0.054 0.014 0.016
8. Urotrygon venezuelae  0.158 0.164 0.146 0.158 0.137 0.179 0.177 0.015
9. Urobatis halleri 0.201 0.205 0.201 0.168 0.181 0.211 0.194 0.179

Tabla 11. Distancias genéticas netas (COI con 400 pb) entre las entidades taxondmicas nominales de Urotrygon analizadas
en este estudio. Diagonal inferior valor promedio de las distancias y diagonal superior el error estdndar. Secuencias de U.
venezuelae obtenidas en este estudio (SWC) y las disponibles en bases de datos en linea (*).

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1. Urotrygon asterias 0.004 0.018 0.018 0.020 0.019 0.020 0.028 0.022
2. Urotrygon chilensis 0.010 0.018 0.019 0.020 0.019 0.020 0.028 0.023
3. Urotrygon cimar 0.125 0.124 0.007 0.020 0.022 0.020 0.026 0.025
4. Urotrygon munda 0.123 0.127 0.018 0.020 0.022 0.019 0.026 0.026
5. Urotrygon aspidura 0.131 0.130 0.140 0.139 0.011 0.020 0.024 0.025
6. Urotrygon rogersi 0.122 0.125 0.150 0.149 0.046 0.020 0.021 0.023
7. Urotrygon venezuelae SWC 0.132 0.134 0.134 0.132 0.136 0.133 0.016 0.023
8. Urotrygon venezuelae* 0.213 0.216 0.209 0.211 0.183 0.157 0.096 0.025
9. Urobatis halleri 0.166 0.168 0.192 0.201 0.174 0.163 0.163 0.197

58



venezuelae (SWC). Esto refleja una mala idenficacion de las secuencias en linea,
resultando en la presencia de una especie adicional (Fig. 7). Las distancias
interespecificas netas del COI de Urotrygon variaron entre 0.010 (1%) y 0.183 (18.3%)
(Tabla 11). Urotrygon asterias y U. chilensis presentaron la menor distancia genética
(1.0%). Es importante mencionar, que las mayores distancias netas (e.g., >20%) se
observaron entre las secuencias de Urotrygon venezuelae publicadas en linea, y las de
las especies del mismo género; incluso fueron mayores que las estimadas entre Urobatis
halleri (grupo externo) y algunas de las especies de Urotrygon (Tabla 11).

En resumen, de las 12 ETNs de Urotrygon evaluadas en la presente investigacion
desde un enfoque taxondémico integrativo, un total de nueve especies fueron
considerados como sinonimias senior (i.e., especies validas) (Tabla 12). A pesar del bajo
numero de ejemplares analizados para las especies restantes (i.e., U. caudispinosus, U.
peruanusy U. serrula), los resultados obtenidos arrojan que deben ser considerdas como
sinonimias junior. Desafortunadamente, no fue posible incluir en este estudio ejemplares
de las especies de U. simulatrix y U. reticulata, debido al escaso numero de individuos
disponibles o catalogados en los museos y colecciones ictioldgicas.

Tabla 12. Resumen de las entidades taxonémicas nominales de Urotrygon evaluadas
con un enfoque taxondmico integrativo (+) en este estudio. La propuesta y dictamen del
estatus taxondémico (i.e. senior o junior) de cada ETN esta basado en estos resultados e
interpretacion. No Evaluado (NE). Conclusiones basado en secuencias genéticas
depositadas en bases de datos en linea (*).

ENTIDAD TAXONOMICA  MORFOMETRIA GENETICA ESTATUS

NOMINAL TAXONOMICO
Urotrygon aspidura + + Sinomia Senior
Urotrygon asterias + + Sinomia Senior
Urotrygon caudispinosus - -* Sinomia Junior
Urotrygon chilensis + + Sinomia Senior
Urotrygon cimar 3 + Sinomia Senior
Urotrygon microphthalmum + +* Sinomia Senior
Urotrygon munda + + Sinomia Senior
Urotrygon nana + NE Sinomia Senior
Urotrygon peruanus - -* Sinomia Junior
Urotrygon rogersi + + Sinomia Senior
Urotrygon serrula - -* Sinomia Junior
Urotrygon venezuelae NE + Sinomia Senior

Total = 12 8 8 9
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ANALISIS FILOGENETICO

Los analisis basados en la Inferencia Bayeasiana (IB) fueron soportados y
respaldados con un tamario efectivo de la muestra (SSE) mayores a 200 (i.e., >500). Con
la informacidn recabada en la presente investigacion, los resultados filogenéticos
basados en ML e IB son congruentes entre si, recuperando la monofilia del género
Urotrygon (Fig. 8). Las topologias filogenéticas obtenidas con ambos enfoques fueron
muy similares, con nodos soportados por los remuestreos en los nodos, tanto para el
arbol basado en ML como para el de probabilidad posterior (PP) en el cladograma basado
en IB (Fig. 8). Urotrygon asterias y U. chilensis fueron ubicadas como las especies
evolutivamente mas cercanas, recientes o hermanas del género Urotrygon (Fig. 8). Las
otras especies hermanas detectadas a partir de este analisis fueron U. munda y U. cimar,
y U. rogersiy U. aspidura. Estos arboles filogenéticos son congruentes con los resultados
obtenido del andlisis fenotipico ya que las especies que fueron encontradas
morfolégicamente mas similares fueron las que indicaron una historia evolutiva mas
cercana en el cladograma de consenso.

Las estimaciones de los tiempos de divergencia basados en ML, sugieren que la
primera radiaciéon evolutiva de este género ocurrié hace aproximadamente 24 millones
de afos (Ma) (Fig. 9). Es posible estimar una especiacion en los urotrigbnides
distribuidas actualmente en el Pacifico, en los ultimos 8.0 a 3.0 Ma. La especiacion mas
reciente (U. asterias y U. chilensis) ocurrié hace 3.5 Ma. Los resultados obtenidos a partir
de la IB, fueron similares y congruentes con lo obtenido a partir de ML, aunque en todos
los casos las estimaciones por IB fueron ligeramente superiores. Sin embargo, los
valores obtenidos por ML se encontraron dentro del intervalo mas corto de credibilidad
en una densidad posterior (Highest Posterior Density o HDP en inglés) para un nivel de
confianza del 95% (Fig. 10). Las fechas de separacion entre los dos clados principales
fue estimada en 29.0+10.0 Ma; seguida de la divergencia de cada clado alrededor de
23.0 Ma. La estimaciéon de las fechas de especiacion de las especies hermanas fue

también consistente entre ambos métodos (<10 Ma).

ANALISIS BIOGEOGRAFICO
Los resultados del analisis biogeografico S-DIVA, indican que procesos de

dispersion, vicarianza y extincion, fueron determinantes en la distribucién y especiaciéon
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del género Urotygon (Fig. 11). A su vez, los resultados obtenidos identifican nodos, en
los cuales, dos 0 mas de estos procesos ocurrieron de forma simultdnea en un mismo
nodo (Fig. 11). El evento sugerido mas frecuente fue el de dispersioén, el cual fue asociado
a cinco de los seis nodos. Los Unicos dos procesos de vicarianza han sido estimados
durante la era del Pleistoceno y detectados en los nodos 14 y 15, el primero
correspondiente a la divergencia entre U. asterias y U. chilensis (=4 Ma); mientras que,
el segundo ocurrié durante la era del Oligoceno tardio (=23 Ma) (Fig. 10). El unico evento
de extincidn (combinado con vicarianza y dispersion) se detecto a finales del Oligoceno
(=23 Ma), en el nodo 15, que separa a U. venezuelae de sus conespecificos del clado |
(i.e. U. asterias y U. chilensis).

Los eventos geoldgicos continentales ocurridos en los ultimos 10 Ma, han sido
cruciales para la distribucion geografica actual de las especies del género Urotrygon (Fig.
11). Entre estos eventos geoldgicos, la conclusion del Pebas y el cierre de Panam@, han
repercutido en la biogeografia de este género. Sin embargo, otros eventos, como la
formacion de las “protoantillas” y del mismo istmo de Panama@, permitieron el desarrollo
de procesos de dispersion, vicarianza y extincion previamente sefialados y asociados al

nodo de U. venezuelae (Fig. 11) durante el Oligoceno y Plioceno.
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Figura 8. Cladogramas filogenéticos del género Urotrygon analizadas en esta investigacion. El cladograma izquierdo

corresponde al arbol obtenido con IB cuyos valores de probabilidad posterior obtenido esta incluido en cada nodo. El
cladograma derecho corresponde a la topologia y valores de bootstrap de cada nodo con ML.
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Figura 11. Biogeografia del género Urotrygon indicando los eventos de dispersion (anillos azules), de vicarianza (anillos
de color rojo) y de extincion (anillo verde) estimados con el modelo S-DIVA. En el eje de las abcisas se denota la escala
temporal asociado a las eras geoldgicas de los ultimos 110 millones de afios. Los eventos del cierre del Pebas Wetland
(CPW, linea punteada separada) y la formacién del istmo de Panama (FIP, linea punteada punteada) estimados hace 10
millones de afios atras son sefialados. Las letras en mayulsculas corresponden a las diferentes eco-regiones marinas
(sensu (Spalding et al., 2007) consideradas en este estudio.




DISCUSION

Diversos holotipos o series tipo, de las especies nominales de Urotrygon, han sido
mencionado con un estatus de “extraviado” o con la leyenda de “mal etiquetado” (Gilbert
y Starks, 1904, Frieke et al., 2021). En el presente estudio, no fue posible obtener
informacion ni registro fotogréafico de la serie tipo de tres especies (U. venezuelae, U.
binghami ni U. cimar); por lo que, 13 de las 16 ETNs reconocidas inicialmente (Tabla 1)
fue posible encontrar registros fisicos de los holotipos para ser analizadas y procesadas.
Ademas de la ausencia del holotipo de U. munda mencionado por Gilbert y Starks (1904),
es muy probable que los ejemplares tipo de Urotrygon binghami Breder, 1928 y de
Urotrygon reticulata Miyake y McEachran, 1988, también se encuentre extraviados. Esta
conjetura esta basada a partir de la informacién obtenida (comunicacion personal) en
esta investigacion por Gregory J. Watkins-Colwell (2019), Curador del Yale Peabody
Museum of Natural History, Estados Unidos (para la especie U. binghami). Por otro lado,
Sandra Raredon (2020) espcialista de la coleccién ictiolégia de National Museum of
Natural History fue la persona en informar la ausencia del holotipo de U. simulatrix.

El “extravio” fisico de ejemplares, es recurrente en colecciones y museos
ictioldgicos a nivel mundial y est4 asociado a diferentes causas, como reubicaciones y
préstamos a su destruccion por eventos histéricos naturales o de las guerras (Thiel,
2009; Smith 2018, Ehemann et al., 2021). Esta situacion, repercute y afecta el proceso
de revision taxondémica, particularmente, cuando pocos ejemplares son almacenados y
etiquetados, como es el caso del género Urotrygon. La ausencia del holotipo de U. munda
sin duda alguna ha sido un factor determinante en la confusion e incertidumbre acerca
de la validez taxonémica (histérica y reciente) de otras especies como U. asterias y U.
rogersi (Tabla 2).

La diferencia entre la determinacién taxondémica preva considerada en los
ejemplares catalogados en colecciones y museos consultados y la revision e
identificacion en el presente estudio empleando los mismos ejemplares, soporta lo
previamente sefialado para este género por Castro-Aguirre y Espinoza Pérez (1996),
Valenti et al. (2009) y Ehemann et al. (2018). De acuerdo con estos autores, la elevada
incertidumbre taxonomica estad principalmente relacionada con la alta variabilidad

fenotipica, la cual dificulta una acertada determinacién taxonémica. Aunado a lo anterior,
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se detectd que el uso comun de criterios taxondmicos mezclados provenientes de las
especies (producto de la incorrecta sinonimizacién o de los diferentes estadios de
madurez sexual de los organismos), sumado a la poca disponibilidad de especimenes y
morfotipos de Urotrygon para fines comparativos entre especies, dificulta una acertada y
confiable determinacion taxonomica.

La identificacibn taxondémica de ejemplares de Urotrygon, basados
exclusivamente en caracteres fenotipicos, ha contribuido a esta elevada incertidumbre o
confusién taxondmica. Esto repercute ademas, en la informacion sobre la distribucion
geogréfica exacta (Miyake y McEachran, 1988; Castro-Aguirre y Espinoza Pérez, 1996;
Chirichigno y Velez, 1998). De este modo se puede citar la presencia de puntos o
manchas de color negro de forma irregular en la zona dorsal de los individuos, misma
gue ha sido referida como caracteristica de la especies U. chilensis (e.g., Gunther, 1872;
Beebe y Tee-Van 1941; Miyake y McEachran 1986, 1988). Sin embargo, en la
descripcion original de U. asterias por Jordan y Gilbert (1883), también mencionan
ejemplares con esta particularidad. Recientemente, ha sido sefialada la presencia
eventual de puntos negros sobre el disco dorsal en ejemplares de U. rogersi (Mejia-Falla
et al., 2011). Est4 “particularidad” de las manchas negras dorsales sigue vigente en las
claves de identificacion taxonémica y atlas de las especies de batomorfos como un
caracter diagndstico exclusivo para U. chilensis (e.g., Castro-Aguirre y Espinoza Pérez
1996, Chirichigno y Velez, 1998; Last et al., 2016). Un caso similar fue detectado en la
presente investigacion, al considerar la determinacion taxonémica de juveniles, basada
en la presencia y ubicacion de las espinas dorsales, como ha sido reportado previamente
por Miyake y McEachran (1986, 1988). En concordancia con estos autores, se observo
gue los ejemplares neonatos y juveniles al presentar expresiones morfoldgicas distintas
a las de los adultos, la incertidumbre taxonémica de las determinaciones se incrementa.

Los resultados morfométricos interpretados fueron obtenidos a partir de datos
estandarizados y transformados (log). Este procedimiento ha sido empleado en diversos
estudios taxondémicos aplicados en elasmobranquios (e.g. Miyake & McEachran 1986,
1987; Smith et al., 2009; Marrama y Kriwet, 2017). Por ende, estos resultados deben ser
aplicados con precaucion para realizar indetificaciones practicas y rapidas en campo,

sobre todo en las areas geogréaficas donde co-existen especies morfolégicamente
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similares.

El ACP y el AD soportaron la deteccion de distintas ETNs de Urotrygon. La
variabilidad de algunas caracteristicas morfométricas observadas puede ser atribuida a
la combinacion de factores como sitio de recolecta, variabilidad genética, dimorfismo
sexual, estadio de madurez sexual, o deformacion y reduccion por condiciones de la
preservacion (Smith et al., 2009). En tal contexto, la sobreposicion de los poligonos o
elipses de las entidades analizadas en un espacio multidimensional (soportado por
PERMANOVA y ANOSIM), ha sido asociado a especies 0 poblaciones que tienen una
relacion evolutiva cercana entre ellas (Smith et al., 2012; Marrama y Kriwet, 2017), lo
cual, explicaria lo observado para U. chilensis y U. asterias.

En general, las variables morfolégicas que mayor aporte brindaron para discernir
entre las ETNs, fueron congruentes con las mencionadas por Miyake y McEachran
(1986) y estuvieron relacionadas con el sentido de la vista y la locomocion. Las especies
de U. microphthalmum, U. nana, U. munda y ahora U. cimar se caracterizan por presentar
0jos pequefios en relacién con las demas especies. Por otra parte, las especies de U.
chilensis, U. asterias, U. aspidura y U. rogersi se caracterizan por tener una aleta caudal
mas larga. A pesar, de que la distancia pre-oral proporciona informacion uatil para
diferenciar a las especies de Urotrygon, se recomienda no considerar exclusivamente
esta variable debido a que, al igual que con el angulo rostral, son influenciados por el
sexo y estadio de madurez sexual (Miyake y McEachran, 1986, 1988; Mejia-Falla et al.,
2011, 2012; Hleap et al., 2012; Santander-Neto et al., 2016).

La informacion meristica soportd resultados similares a los obtenidos mediante
los datos morfométricos (Tabla 8), ratificando que ésta puede ser util para discernir entre
las especies de Urotrygon (Miyake y McEachran 1986, 1988, Last et al.,, 2016a). El
namero de espinas dorsales fue consistente con lo previamente documentado para cada
una de las especies. Un maximo de 42 espinas dorsales fue encontrado en U. asterias,
concordando con lo mencionado por Montes-Dominguez (2001) con mas de 40. De esta
ETN, también se encontr6 un numero elevado de espinas dorsales, y una distribucion
dorsal de los denticulos dérmicos con su base en forma de estrella ha sido descrita desde
las primeras revisiones (e.g., Jordan y Gilbert 1883, Meek y Hildebrand, 1923) como
recientemente (e.g., Chirichigno y Velez, 1998, Chirichigno y Cornejo, 2001) considerado
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como la principal caracteristica para distinguir a U. asterias de las deméas especies de
este género.

La carencia de espinas dorsales (Tabla 8) caracterizO a las especies de U.
microphthalmum, U. nana y U. reticulata (Delsman, 1941, Miyake y McEachran 1988,
Castro-Aguirre y Espinoza, 1996) y la presencia de algunas espinas dorsales
(esparcidas) caracterizé a U. munda, U. cimar, U. aspidura (Unicamente en la cola) y U.
rogersi (Tabla 8) (e.g., Meek y Hildebrand, 1923; Chirichigno y Velez, 1998, Chirichigno
y Cornejo, 2001). Particularmente, para U. rogersi los registros del nUmero de espinas
dorsales (n=35) resultaron superiores a los previamente citados (Miyake y McEachran,
1986; Montes-Dominguez, 2001). Estos resultados particulares, estuvieron asociados
con los ejemplares (e.g., CICIMAR-CI 8328-8330) de tallas superiores a los 550 mm LT
capturados en la Bahia de La Paz, BCS, México. Estos ejemplares también, constituyen
as su vez, las tallas de mayor longitud total y anchua de disco que se hayan registrados
no solo para U. rogersi sino para la Familia Urotrygonidae (e.g., Miyake y McEachran,
1986; McEachran, 1995, Kobelkowsky, 2010; Del Moral-Flores et al., 2015; Last et al.
2016; Ehemann et al., 2017; Montes-Dominguez y Gonzéalez-Isais, 2017; De La Cruz-
Aglero et al., 2018, Torres-Palacios et al., 2019). Previamente, una talla de 760 mm LT
fue reportada para la especie Urobatis jamaicensis por Lieske y Meyers (1994). Sin
embargo, éste y otros reportes de U. jamaicensis con tallas superiores a 600 mm LT,
puede corresponder a “una deduccién incorrecta de una estimaciéon ambigua”, dado que
la talla maxima para esta especie es de 480 mm LT (Spieler et al., 2013). Finalmente, es
plausible hipotetizar que estos altos registros de espinas dorsales en U. rogersi puedan
estar relacionado con la talla de estos individuos.

Sin embargo, el conteo de vertebras pre-espina aserrada y de radios blandos
difiri6 -para algunas especies- respecto al conteo reportado en trabajos previamente
publicados (Tabla 8). En el presente estudio, un nimero mayor de vertebras (n=80) fue
registrado para U. munda comparado con los previamente mencionados (n=72-77) por
Miyake y McEachran (1986) y Last et al. (2016a) (Tabla 8). De forma contraria, menos
vertebras fueron registradas para U. chilensis (n=78-81) con respecto a otros autores
(n=84-97) (Tabla 8). Otras diferencias meristicas, estuvieron relacionadas con el conteo

de la hilera de dientes y radios de la aletas pectorales y pélvicas (Tabla 8). Esta
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discrepancia puede ser atribuida a diferencias en la metodologia para el conteo, calidad
de la resolucién de las placas de rayos X [e.g., el balance entre la tensién eléctrica (kV)
y el tiempo de exposicion (mA)], criterio del autor, condicion del individuo estudiado (e.g.,
doblado, encogido), sexo y estado de madurez sexual, entre otras (Miyake y
McEeachran, 1986; Smith et al., 2009, Last et al., 2014; Beckmann et al., 2015; de Sousa
Rangel et al., 2016; Seidel et al., 2016; Navarro-Gonzalez et al., 2018). Es importante
recordar, que estas especies de Urotrygon son propensas a ser taxondomicamente mal
determinadas (Valenti, 2009); lo cual, puede influir en las diferencias registradas en este
estudio, 0 en los intervalos amplios meristicos reportados por los diferentes autores
(Tabla 8), pudiendo pertenecer a dos especies fenotipicamente muy similares (e.g. U.
asterias y U. chilensis) o que eran consideradas como sinGnimos en su momento.

La propuesta de emplear informacion genética proveniente de secuencias de ADN
soporto la idea de catalogar toda la biodiversidad de una manera rapida, eficiente, y
econOmica (Hebert et al., 2003; Hebert y Gregory, 2005). En el presente estudio nosotros
empleamos, en primera instancia, el gen NADH:2 (y en algunos casos el gen COI) para
apoyar la delimitacion de especies. Dentro de los condrictios, el gen NADH2 ha sido
empleado como un marcador mas apropiado que el COIl para delimitar y caracterizar
especies (Naylor et al., 2012; Henderson et al., 2016), aunque, ambos genes han sido
comunmente utilizados (Naylor et al., 2012; Henderson et al., 2016; Last et al., 2016c; da
Bernardo et al., 2020). Uno de los inconvenientes practicos del uso de éstos y otros
fragmentos del ADN mitocondrial, es que en algunos casos se pretende emitir
conclusiones Unicamente con base en el valor de los umbrales (threshold value)
reportados para la delimitacién de especies (Toffoli et al., 2010; Henderson et al., 2016;
Engel et al., 2021). Particularmente, Toffoli et al. (2008) resefian que uno de los
principales problemas de emplear exclusivamente estos umbrales, radica en el hecho de
gue las especies son entidades naturales que experimentan continuos procesos
evolutivos (e.g., demogréficos y selectivos), que aumentan o disminuyen la diversidad
genética y la coalescencia de especies individuales (Avise, 2000; Hey, 2001, Coyne y
Orr, 2004). Por lo tanto, es posible encontrar especies morfolégicamente similares, pero
genéticamente distintas, asi como, especies con diferencias en sus morfologias, pero

genéticamente similares (Hrbek et al., 2006; Toffoli et al., 2008; Naylor et al., 2012;
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Henderson et al., 2016)

En elasmobranquios, un valor minimo del umbral interespecifico de = 3.5%
(NADHz2) y =2.0% (COI) ha sido considerado por diversos autores a nivel mundial (Ward
et al., 2005; Moura et al., 2008; Wong et al., 2009; Naylor et al., 2012; Henderson et al.,
2016; Last et al., 2016b); aunque estos valores podrian también variar (ser inferiores)
debido a diferencias en las tasas de mutacion y al momento del proceso evolutivo en el
cual se encuentren las especies comparadas (Ward et al., 2005; Mendonca et al., 2010;
Henderson et al., 2016). En el presente estudio, la distancia minima interespecifica
estimada a partir del NADH: para la mayoria de las especies analizadas fue congruente
con lo reportado previamente. Debido a que se secuenciaron ambos genes
mitocondriales a partir de los mismos individuos, fue posible aportar informacién conjunta
de las distancias interespecificas para este género a partir de las especies analizadas
(para el gen NADH2 24.5% y para el COIl 21.3%). Estos umbrales interespecificos fueron
soportados por la deteccién de los grupos monofiléticos representantes de las ETNs en
los arboles de ambos genes (Fig. 6 y 7). De esta manera, nuestros resultados son
robustos. Para informacion detallada referente al complejo de especies de las “rayas
moteadas” de Urotrygon, y la resurreccion taxondmica de U. asterias leer Ehemann et al.
(sometido 1).

Las secuencias genéticas obtenidas en este estudio presentaron un alta
similiridad con las disponibles en la base de datos en linea del Barcode of Life System
BOLD-ID (https://www.boldsystems.org/index.php) (Tabla 13). Como un corolario de lo
anterior, los porcentajes de similitud a nivel de especie, fueron, en general, superiores al
99% con las especies mas parecidas de la base de datos. Sin embargo, es importante
destacar que se registré un alto porcentaje de secuencias taxonémicamente incorrectas
publicadas (Tabla 13). Por ejemplo, diversos autores han sefialado una riqueza de hasta
cinco especies de Urotrygon para las costas de Peru (e.g. Chirichigno y Velez, 1998;
Chirichigno y Cornejo, 2001). Sin embargo, los resultados obtenidos en el presente
estudio soportan que la Unica especie distribuida y valida en el hemisferio Sur (eco-
regiones marinas de Guayaquil hacia al Sur) es U. chilensis. En consecuencia, y hasta
este momento, debe ser aceptado que las otras especies citadas se encuentran

distribuidas sélo en el hemisferio Norte. Esta conclusion es soportada por la alta similitud
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(>99.0%) de las secuencias obtenidas de ejemplares peruanos con las secuencias de U.
chilensis (Fig. 7; Tabla 13). Estos ejemplares peruanos fueron identificados y etiquetados
originalmente como especies distintas a U. chilensis (Tabla 13).

La secuencia disponible en linea de U. cf. simulatrix JQ518942.1 fue similar a las
las secuencias de U. asterias y en consecuencia se integré al mismo clado monofilético.
De acuerdo con la informacion disponible, el individuo del cual fue obtenida la secuencia
U. cf. simulatrix JQ518942.1, fue capturado en las aguas del Golfo de California,
México(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JQ518942.1); coincidiendo con los sitios
de recolecta de U. asterias, correspodientes a las ecorregiones de Transicién del
Magdalena, Cortezianay el Pacifico Tropical Mexicano. Esta nueva informacion confirma
gue la secuencia disponible en linea de Urotrygon cf. simulatrix (JQ518942) corresponde
a la especie U. asterias. La alta similaridad morfolégica, meristica, fenotipica y de
coloracion entre U. simulatrix y U. asterias (e.g., tallas, nimero y distribucién de espinas
dorsales y denticulos dérmicos) podria ser debido a que ambas especies corresponden
a la misma entidad evolutiva. En la actualidad, informacion disponible para U. simulatrix
es escasa Yy limitada (e.g. reducida al nUmero de registros geograficos aunado a pocos
ejemplares en museos para fines comparativos, carencia de registros frecuentes o
nuevos en su localidad tipo, Panama), cuyos registros fuera de la localidad tipo han sido

producto de malidentificaciones taxonémicas (Mejia-Falla y Navia, 2019).

Tabla 13. Comparacion de las secuencias obtenidas en este estudio y las secuencias
con un porcentaje de similtud depositadas en la base de datos en linea BOLD SYSTEM.
La comparacion fue realizada mediante el algoritmo BLAST (Local Alignment Search
Tool). La ecorregion marina se incluye entre paréntesis cuando esta informacién estaba
disponible: Amazonia (A), Corteziana (C), Pacifico Tropical Mexicano (MTP), Panama
Bight (PB) y Peru Central (CP).

Secuencias de Secuencias BOLD SYSTEM
este estudio

100%=Urotrygon sp. GN1585 (C); 99.24%=Urotrygon rogersi
asterias SEMAR.163 (MTP); 99.24%=Urotrygon rogersi OXF176 (MTP);
CICIMAR-CI 8338 99.24%=Urotrygon rogersi OXF177 (MTP), 99.24%=Urotrygon

rogersi OXF178 (MTP); 99.24%=Urotrygon rogersi OXF179
(©) (MTP).

Urotrygon
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100%=Urotrygon chilensis LCT570 (CP); 100%=Urotrygon serrula
LCT1510 (CP); 100%-=Urotrygon chilensis LCT648 (CP);
100%=Urotrygon munda LCT573 (CP); 100%=Urotrygon munda
LCT1382 (CP); 100%=Urotrygon munda LCT1381 (CP);
100%=Urotrygon chilensis LCT1673 (CP); 100%=Urotrygon
munda LCT1383 (CP); 100%=Urotrygon peruanus LCT1823 (CP);
100%=Urotrygon peruanus LCT1819 (CP) 100%=Urotrygon
chilensis LCT568 (CP); 100%=Urotrygon peruanus LCT1824
(CP); 100%=Urotrygon peruanus LCT1897 (CP);

Urotrygon 100%=Urotrygon peruanus LCT1898 (CP); 100%=Urotrygon
chilensis IMARPE chilensis PEMARV0030 (CP); 100%=Urotrygon chilensis PeMar
2039 (CP) F1221 (CP); 100%-=Urotrygon aspidura LCT1509 (CP);

100%=Urotrygon chilensis LCT1508 (CP); 100%=Urotrygon
chilensis PEMAR V0175(CP); 100%=Urotrygon chilensis OEMAR
V0097 (CP); 100%=Urotrygon chilensis PeMar F1224 (CP);
100%=Urotrygon chilensis F1219 (CP); 100%=Urotrygon chilensis
F1215 (CP); 100%=Urotrygon chilensis F1130 (CP);
100%=Urotrygon PeMar F1217 (CP); 100%=Urotrygon chilensis
KY572908 (CP); 100%=Urotrygon chilensis PR2016A61-2 (CP);
100%=Urotrygon chilensis PeMar F1213 (CP); 100%=Urotrygon
chilensis PEMAR F1217 (CP).

88.3%=Urotrygon sp. KERRI337-08 (C); 87.9% Urotrygon
chilensis KY572908 (CP)

Urotrygon cimar 87.0%= Urotrygon sp. KERRI337-08 (C); 87.0%= Urotrygon
70 (N) chilensis KY572908 (CP)

Urotrygon munda

95.71%= Urotrygon sp. KERRI336-08 (C); 95.71%=Urotrygon sp.
Urotrygon KERRI338-08 ©); 94.72%= Urotrygon aspidura
aspidura 13 (N) T1 7Sepld_Uasp02 (PB); 94.62%=Urotrygon aspidura
T1 29Mayl5 UaspOl (PB).

Urotrygon rogersi  100%=Urotrygon sp. KERRI336-08 (C); 100%=Urotrygon sp.
CICIMAR-CI-8327 KERRI338-08 (C)

Urotrygon 90.4%=Urotrygon venezuelae MN105754.1 (A); 90.4%=Urotrygon
venezuelae 02 venezuelae GBMNB8850.20.COI.5P (A)
SWC

Aunado a lo anterior, Morales-Saldafia et al. (2021), resefian la carencia de
registros recientes de ejemplares U. simulatrix y U. reticulata incluso en su localidad tipo,

(Panama) desde la década de los afios noventa. Esto es congrunte con los esfuerzos
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infructusos realizados en la busqueda de esta especie durante la presente investigacion.
Por ende, la Unica informacién confiable y veridica para esta especie se registra a la
documentada en la serie tipo por Miyake y McEachran (1988). Esto es un argumento
valido que soporta la hipétesis de que U. simulatrix sea una sinonimia junior de U.
asterias 0 que el ejemplar holotipo presentd una anomalia en el numero de hileras
dentarias (otro caracter diagnostico de esta especie). Andlisis genéticos en U. simulatrix
basados en ejemplares de museo (serie tipo) o de organismos eventualmente capturados
seran necesarios para confirmar esa idea.

Otro ejemplo es que diversas secuencias provenientes del Pacifico Tropical
Mexicano y del Golfo de California, etiquetadas como U. sp. y U. rogersi, correspondieron
a la especie de U. asterias (Tabla 13). Por otro lado, las secuencias publicas Urotrygon
sp. KERRI336-08 y KERRI338-08, obtenidas a partir de ejemplares capturados en la
ecorregion Corteziana, tuvieron un porcentaje de similitud del 100% con secuencias de
U. rogersi (Tabla 13). Finalmente, las especies de U. munda y U. cimar, son inéditas en
estas bases de datos en linea, por lo que, el porcentaje de similitud de estas secunencias
con las mas similares albergadas en dichas bases de datos fue del 88.0 y 87.0%,
respectivamente (Tabla 13).

Ambas bases de datos consultadas en este estudio, albergan una secuencia para
el gen COI identificadas y rotuladas como Urotrygon venezuelae (MN105754.1 y
GBMNB8850.20.COI.5P) provenientes de las costas de Brasil (ecorregion de Amazonia).
En el presente estudio se secuenciaron tambien dos ejemplares (01SWC y 02SWC) de
Urotrygon venezuelae provenientes del Caribe Suroccidental. Sin embargo, estas cuatro
secuencias no se integraron en un solo clado monofilético, sino dos; uno conformado por
los individuos procedentes de Brasil y otro por los procedentes del Caribe (Fig. 7).
Considerando la informacién disponible de la localidad tipo de U. microphthalmum
(Desembocadura Rio Amazonas) y de U. venezuelae (Golfo de Venezuela) por Delsman,
(1941) y Schultz (1945), respectivamente; en el presente estudio se soporta la hipotesis
de que los individuos revisados (01SWC y 02SWC) corresponden correctamente a U.
venezuelae, mientras que, las secuencias publicadas en linea provenientes de Brasil

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1782441803), fueron incorrectamente

identificados y deberan corresponder a la otra especie distribuida en el Atlantico U.
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microphthalmum. Las menciones historicas de U. venezuelae en Brasil pueden
remontarse a Almeida et al. (2000) quienes comentan “una nueva cita, todavia en
investigacion, para U. venezuelae capturada en la misma area de estudio, la cual no ha
sido citada para el norte y nordeste del Brasil”. A pesar de esta mencion (carente de un
registro formalmente publicado) diversos autores de ese pais han incluido y mencionado
a U. venezuelae como presente en sus costas (e.g., Piorski y Nunes, 2001; Santander-
Neto et al., 2016) incluyendo a los autores (Rodriguez-Filho et al., 2020) de una de las
secuencias genéticas dudosas (MN105754.1)

La congruencia topoldgica obtenida entre los arboles filogenéticos provenientes
de ambos genes mitocondriales fue evidente; aunque, debido a que el gen NADH: tiene
una tasa de mutacion mayor que el COI (Naylor et al., 2012), sus distancias genéticas
fueron mayores y en consecuencia sus clados monofiléticos fueron mas claros, incluso
para hipotetizar la presencia de procesos micro-evolutivos. Por ejemplo, el clado
monofilético de U. asterias, sugiere la existencia de un patron filogeografico al interior de
la especie, reflejado por la presencia de dos subclados (uno “nortefio” y otro “surefio”)
(Fig. 6). La relativamente baja distancia genética entre ambos sub-clados (1.0%), y la
presencia de un ejemplar nortefio (CICIMAR-CI 8341) en el subclado “surefio”, no
soportan la validez de ambos sub-clados como especies distintas, pero si sugieren la
existencia de poblaciones distintas. Las especies con una distribucion geografica amplia,
suelen presentar una mayor probabilidad de obtener una mayor variabilidad
intraespecifica si son recolectados en sus puntos extremos (Toffolo et al., 2010) debido
a un potencial flujo genético limitado y a la presencia de fuerzas evolutivas actuando de
diferente manera en cada poblacién. Tal como podria estar sucediendo en U. asterias.
Los estudios poblacionales son relevantes para la comprension de los procesos de
microevolucién de una especie, de su organizacidon interna asociada a eventos
ecoldgicos y de la oportunidad de emplear dicho conocimiento en el manejo de los
recursos naturales a nivel local, nacional e internacional (Henderson et al., 2016). En ese
sentido, un estudio que aborde este tema a nivel poblacional empleando marcadores
genéticos polimoérficos como secuencias de ADNmt altamente variables (region control),
microsatélites o polimorfismo de nucleotidos Unicos (Single-Nucleotide Polymorphisms,

SNPs) seria relevante.
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Entre los resultados taxondmicos mas importantes obtenidos de la presente
investigacion, es el reconocimiento o resurreccion de la especie Urotrygon asterias
(Jordan y Gilbert, 1881) soportada por el enfoque taxonomico integrativo aplicado
(informacion detallada en Ehemann et al. enviado 1). Este resultado contribuye a
dilucidar el debate historico (Tabla 1) y reciente (Weigmann, 2016, Last et al. 2016;
Ehemann et al. 2021) referente a la validez taxonémica de esta especie. De forma
general, los resultados taxondmicos obtenidos son congruente con los resultados de
Miyake y McEachran (1986, 1988), validando como sinonimia senior a U. munda, U.
aspidura, U. chilensis, U. rogersi, U. microphthalmum, U. venezuelae y U. nana.
Simultdneamente, los resultados de esta investigacion soportan la existencia de la
especie U. cimar como valida, a pesar de su gran similitud fenotipica con U. munda
(Lépez y Bussing, 1998). Los procedimientos desarrollados en el presente estudio
soportan una riqueza para el género Urotrygon de nueve especies; menor a la aceptada
en la actualidad por algunos autores (e.g. Weigmann, 2016; Last et al., 2016a) y de 13
por otros (Nelson et al., 2016). Es importante sefialar que no fue posible incluir
ejemplares de las especies U. reticulata y U. simulatrix (ambas restringidas a la region
eco marina de Panama Bight), de tal manera que no fue posible ratificar su estado
taxonomico de sinonimia senior.

La propuesta filogenética obtenida en este estudio mediante datos genéticos para
el género Urotrygon es, en general, congruente con las inferencias realizadas
previamente por otros autores basados en informacién fenotipica (e.g. Schultz 1949;
Miyake y McEachran, 1986, 1988; McEachran 1995; Bussing y LOpez, 1998; Last et al.,
2016a; Montes-Dominguez y GoOnzalez-Isais, 2017). Las especies con morfologia
similares fueron agrupadas como especies hermanas. Especies con el disco mas ancho
que largo (“aladas”) fueron agrupadas juntas (i.e., U. rogersi y U. aspidura). Por otro lado,
las especies con la aleta caudal mas corta, robusta y alta (e.g., U. munda y U. cimar)
(Miyake y McEachran, 1988; Bussing y Lopez 1988) fueron agrupados filogenéticamente
como grupos hermanos. Lo anterior sugiere que estas caracteristicas contienen cierta
sefal filogenética. Schultz (1949) al describir a U. venezuelae, escribid “Esta nueva
especie aparece como el representante en el Atlantico de Urotrygon asterias (Jordan &

Gilbert), porque tienen en comdn una linea Unica y definida de espinas alargadas en la
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linea media dorsal del cuerpo y la cola” (traducido por el autor), cuya apreciacion (72
afos después) es ratificada en este estudio.

Otros autores han descrito topologias filogenéticas de batoformos que aportan
informacion congruente con la obtenida en este estudio (Poortvliet et al., 2015, Kim et
al., 2015; White et al., 2018; Hosegood et al., 2020; Rodriguez-Filho et al., 2021). Los
esquemas filogenéticos cuyos nodos son distantes, generalmente las ramas observadas
previas a la terminacion de la topologia (e.g., Fig. 9, 10), pueden reflejar procesos de
extincion (suprimiendo las nuevas ramas internas), continuidad evolutiva (preservando
los linajes mas antiguos), o incluso una combinacién de extincion alternada con rafagas
de divergencias rapidas (Crisp y Cook, 2009; Poorvliet et al., 2015; Villalobos-Segura y
Underwood, 2020). La deteccion de estos escenarios evolutivos puede ser compleja,
especialmente cuando las muestras e informacion es escasa (Poortvliet et al., 2015);
aunque los registros fésiles e informacion de eventos paleo-climéticos, pueden ser de
gran soporte (Aschlimann et al., 2012; Poortvliet et al., 2015). Las radiaciones recientes,
como las observadas generalmente en las dltimas ramas (nodos) del arbol filogenético
(lineas rojas Fig. 10), pueden estar asociadas con dinamicas de meta-comunidades,
cambios ambientales y/o tasas aceleradas de evolucién molecular (Crisp y Cook, 2009;
Poorvliet et al., 2015).

Los registros fosiles de la familia Urotrygonidae son escasos. Los reportes,
contemplan informacién Unicamente de cuatro registros de especies del género Urobatis
(ver: http://fossilworks.org/?a=taxoninfo&taxon_no=131704). Estos registros incluyen
piezas dentarias de machos identificadas como Urobatis sp. que fueron encontradas en
el nivel estratigrafico correspondiente al intervalo del Eoceno a la actualidad, en la
formacion Culebra, Panama (Pimiento et al., 2013). Recientemente, Villalobos-Segura y
Underwood (2020) estimaron la fecha de radiacion y divergencia de los “batoideos”
considerando distintos métodos. Ellos concluyeron que la fecha de divergencia entre
Urobatis y Urotrygon corresponde con la divisibn Priaboniana (Eoceno), hace
aproximadamente 36 Ma. Los resultados mencionados por Pimiento et al. (2013) vy
Villalobos-Segura y Underwood (2020), son muy similares con las estimaciones
obtenidas en el presente estudio (=37 y =40 Ma con base en ML y IB, respectivamente).

Al interior del género, los tiempos de divergencia y especiacion basados en ML y
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IB tambien muestran consistencia con lo sugerido en otros estudios realizados en
elasmobranquios (Stelbrink et al., 2010; Poorvliet et al., 2015; Acero et al., 2016;
Villalobos-Segura y Underwood, 2020; Rodriguez-Filho et al.,, 2021). Las radiaciones
evolutivas en batomorfos pelagicos con distribucién circumglobal en la zona tropical y
subtropical, ha sido asociadas en los ultimos 20 Ma con periodos de calentamiento
global. Poortvliet et al. (2015), mencionan que los eventos de surgencia y florecimiento
de aguas ricas en nutrientes (producto de la mezcla de aguas polares y tropicales durante
el Oligoceno) fueron probablemente los principales impulsores en la evolucion de los
mobulidos a nivel mundial. A pesar de que las especies objetivos de la presente
investigacion no son pelégicas de habitos alimentarios filtradores (distribucion espacial y
migraciones estan marcadas por afloraciones planctonicas), es posible, relacionar
algunos eventos de calentamiento global con los resultados obtenidos. Por ejemplo, la
divergencia de los nodos 15 y 18 (Fig. 11), coinciden aproximadamente con uno de los
eventos de mayor duracion (=7 Ma) de calentamiento global registrados en la actualidad
durante el Mioceno entre los 22 y 15 Ma (Zachos et al., 2001; Poortvliet et al., 2015).

Particularmente, el continente americano ha experimentado cambios
geotectonicos de gran magnitud, que han acelerado la divergencia y los procesos de
especiacion en diferentes grupos de elasmobranquios (e.g. Castro, 2011; Last et al.
20164, Acero et al. 2016, Cafiedo-Apolaya et al. 2021). Asi, durante el Mioceno (23.0 —
5.3 Ma), las costas marinas aridas del norte de Sur América (actualmente norte de
Colombia y noroeste de Venezuela) estaban influenciadas por un sistema hidrogréfico
gue conectaba la Amazonia occidental con el Mar proto-Caribe (Diaz de Gamero, 1996;
Hoorn et al., 2010; Aguilera et al., 2013; Carrillo-Bricefio et al., 2021). Esta conexion
hidrogréafica ha sido documentada por diversos autores como “el Sistema Mega-Humedal
de Pebas” o simplemente Pebas (e.g., Ter Steege et al., 2010; Bernal et al., 2019;
Fontanelle et al., 2021). A lo largo del Pebas (>1 millén de Km?) los registros de fosiles
encontrados pertenecientes a diferentes taxa de vertebrados e invertebrados, sugieren
la presencia en esas fechas de diferentes hdabitats que incluyen principalmente
ambientes dulceacuicolas, marinos, estuarinos, pantanales y de deltas costeros (e.qg.,
Lundberg y Albino, 2003; Wilkinson et al., 2010; Aguilera et al., 2014; Carillo-Bricefio et

al. 2018; 2021), en los cuales, las especies de Urotrygon pudieran ser encontradas con
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una alta probabilidad.

Eventos de la etapa final de la formacion de la Cordillera de Los Andes (e.g.,
surgimiento Cordillera oriental de Colombia y la de Mérida, Venezuela), estimados hace
alrededor de 12-8 Ma, fueron cruciales en la transicion de un sistema trans-Andino
(desembocadura en el proto-Caribe) a uno cis-Andino (desembocadura en el Atlantico)
(Albert et al., 2006; 2018; Rodriguez-Olarte et al., 2011; Fontanelle et al., 2020). El cierre
del Pebas ha sido sefialado como un evento de gran importancia para explicar la similitud
de la fauna terrestre y dulceacuicola, asi como eventos de especiaciones ocurridas y
registradas en las diferentes ecorregiones de la Amazonia, del Orinoco y los rios
relacionados con estas regiones (Fontanelle et al., 2021ab). Una dispersion con posterior
especiacion siguiendo las proto-islas durante el Mar proto-Caribe seria poco probable
para explicar esta divergencia, dada la distribucion alopatrica y su alta afinidad de estas
dos especies con desembocaduras de rios (e.g., Rio Magdalena, Rio Orinoco, Rio
Amazonas).

La familia Potamotrygonidae, otro grupo de batomorfos endémico de América,
principalmente integrado por especies dulceacuicolas (Last et al. 2016a, Pollerspock y
Straube, 2021), han sido un grupo de estudio de gran interés en Sudamérica (e.g., Da
Silva et al., 2011; Lasso et al., 2013; Loboda y Carvalho, 2013; Garcia et al., 2016;
Fontanelle et al., 2021 a, b). Recientemente, ha sido abordada la filogenia y biogeografia
de esta familia, sefialando a las regiones altas del Amazonas como el origen de las
especies de rayas de aguas dulces, (Fontanelle et al. 2021a). Estos autores describen
una relacion entre el tiempo de colonizacion de un area o ecorregion y el tiempo de
divergencia de linajes “mas antiguos”. De esta manera, explican una mayor rigueza en
las zonas altas del Amazonas y una menor riqueza y linajes “mas jovenes” en las zonas
cercanas a su desembocadura actual (formada alrededor de =10 Ma) (Fontanelle et al.,
2021 a, b). Siguiendo este contexto, es posible hipotetizar que la fuente de dispersién y
diversidad del género Urotrygon, fue la costa del Pacifico occidental, particularmente, las
ecorregiones de Chiapas-Nicaragua y Nicoya al ser las zonas cuyas mayores riquezas
(simpatricas) se presenta en la actualidad.

Se ha sugerido que la distribucién geogréfica de las especies esta influenciada

por la capacidad de dispersion de los individuos (Mejia-Falla y Navia 2011; Del Moral
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Flores et al. 2016, 2021; Ehemann et al., 2018, 2019). Mejia-Falla y Navia (2011), indican
gue también existe una relacion positiva entre la talla de las especies con la extension
de la distribucion geografica a lo largo del Pacifico Tropical (POT). En ese estudio, las
menores tallas de las especies analizadas por estos autores pertenecian a dos especies
de Urotrygon, correspondiendo a las que presentan una menor dispersion (Mejia-Falla 'y
Navia, 2011). El planteamiento anterior, tambien soporta la idea de que las ecorregiones
de Chiapas-Nicaragua y Nicoya fueron una “zona nucleo” de divergencia y dispersion del
género Urotrygon, ya que en éstas 0 prOximas a éstas eco-regiones se distribuyen
especies de menor vagilidad y talla (i.e., U. munda, U. cimar y probablemente U. nana),
(Fig. 11 nodo 16). Por otro lado, las especies con mayor vagilidad y talla, se encuentran
distribuidas en ecorregiones mas alejadas (e.g., Corteziana, Panama Bight) cuyas
historias geoldgicas son mas recientes (Fig. 11 nodos 14, 15, 16 y 17), en comparacion
con la hipotética zona nucleo (Holt et al., 2000; Oskin et al., 2001; O’dea et al., 2016;
Calmus et al., 2017)

La formacion del istmo de Panama es uno de los eventos naturales mas
importantes ocurridos en los ultimos 10 Ma, repercutiendo en la distribucion y
especiacion de la biota terrestre y marina del continente (O'dea et al., 2016). Este
proceso geoldgico fue determinante en la dispersion (hacia al sur) de las especies de
Urotrygon con mayor motilidad. Algunos autores han estimado el cierre del istmo hace
aproximadamente 3 Ma (Bacon et al., 2015; Montes et al., 2015). Recientemente, los
resultados de O’dea et al. (2016), fundamentados en evidencias geoldgicas,
paleontolégicas y moleculares, convergen en un ascenso gradual terrestre cuyas vias
maritimas se estrechan con la formacion del istmo de Panama sensu stricto alrededor de
2.8 ma (O’dea et al., 2016). Esta fecha coincide con la fecha estimada de la divergencia
entre U. asterias y U. chilensis obtenida en el presente estudio (Fig. 11, nodo 14). Sin
embargo, el evento de extincion detectado en la presente investigacion del nodo 14, esta
mas influenciado por un efecto de carencia o vacio de registros de estas especies, en la
ecorregiéon de Panama Bight, mas que a un evento de extincidn por barrera fisica. Al no
tener evidencias contundentes y verificadas en la presente investigacion referente a la
riqueza de Urotrygon que habitan en el Panama Bight, aunado a que esta ecorregion, ha

sido la localidad tipo de U. reticulata y U. simultarix -poco conocidas y documentadas-, y
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recordando la alta similitud fenotipica y morfolégica de esta ultima con U. asterias y U.
chilensis, se adoptd esta postura cautelosa y parsimoniosa. Sin embargo, estas dudas
deben ser apropiadamente abordadas y despejadas.

Debido a que los miembros del género Urotrygon, son propensos a ser mal
identificados, la informacion sobre los registros geograficos y sobre distribucidén puede
ser erronea (Lépez y Bussing, 1998; Valenti, 2009) y en consecuencia los ejemplares
georreferenciados disponibles en linea, estar equivocados. (Lucking, 2016; Ehemann et
al. 2019). Los siguientes resultados particulares obtenidos en esta investigacion
representan ejemplos del inconveniente previamente mencionado. El primer caso
corresponde a las bases de datos de IdigBio y GBIF (2021) con la presencia de U.
simulatrix en aguas mexicanas (Del Moral-Flores et al., 2016; Ehemann et al. 2018),
basadas en dos ejemplares preservados en la Biological Research and Teaching
Collection bajo el cédigo TCWC-7567.01 (tres embriones) y 7567.04 (hembra madura).
Este ultimo ejemplar, corresponde al material relacionado con la secuencia (NADH2)
JQ519162.1. Es importante sefialar que la informacion génetica obtenida a partir del
ejemplar U. simulatrix TCWC-7567.04, en la base de datos en linea, es identificada como
U. rogersi JQ519162.1, siendo ratificado como correcto en los resultados de este estudio
(Fig. 6). Con base en lo anterior, se descarta la confirmacion de la ETN U. simultarix
dentro de la zona econdémica exclusiva de México, en consecuencia, debera de ser
excluida de la lista taxondmica de las especies de este género en el pais. El otro registro
geografico conocido de U. simulatrix disponible en la plataforma en linea www.ldigbio.org
es de un ejemplar capturado en el pacifico colombiano. Sin embargo, Mejia-Falla y Navia
(2019), sefialan que este registro se trata de una mala identificacion taxénomica, siendo
un caso similar al encontrado en este estudio. Por ende, la informacion disponible hasta
el momento, indica que los registros geogréficos validos para la ETN U. simultarix deben
ser restringidos sélo a la ecorregion del Panama Bight, particularmente, a su localidad
tipo, el Golfo de Panama.

Otro ejemplo encontrado en este estudio -ademas del caso de la distribucion de
U. asterias y U. chilensis confirmando la ultima como Unica especie valida en las
ecorregiones al sur de Panama Bight-, es referente a la distribucion de U. aspidura. Esta

especie es documentada con una distribucion fragmentada (e.g. McEachran, 1995; Last
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et al. 2016), llegando a la ecorregion de la Transicion de Magdalena. Particularmente, en
la presente investigacion, los ejemplares de U. aspidura reportados para Bahia
Magdalena (Transicion del Magdalena), fueron re-identificados como ejemplares
juveniles de U. rogersi, y U. asterias, los cuales, fenotipicamente carecian de la expresion
fenotipica completa de los adultos. Por lo tanto, estos resultados no soportan que la
distribucién geografica (confirmada) de U. aspidura sea el hemisferio norte sino la
ecorregion de Chiapas-Nicaragua (Fig. 11), y probablemente la zona sur-centro de la
plataforma de la ecorregion del Pacifico Mexicano Tropical. De forma similar, registros
de urotrygonidos en lugares dudosos y lejanos a la costa continental, disponibles en la
base de dato de www.idigbio.org con ejemplares depositados en museos o colecciones
ictiolégicas (e.g. LACM, NHMO) fueron re-idnetificados basados en fotografias
suministrada por los curadores y técnicos ictiolégicos. Se confirma que las especies del
género Urotrygon son especies bentOnicas y costeras del continente. Registros
identificados como Urotrygon sp. en islas retiradas de la linea costa (e.g. Isla Galapagos
depositados en LACM), pertenecen en realidad a la especie Taeniurops meyeni (Muller
& Henle, 1841). Por lo que, una vez mas se evidencia de la gran utilidad e importancia
gue tienen las colecciones y museos ictioldgicos en estudios biogeograficos.
CONCLUSIONES

La taxonomia integrativa aplicada en 12 entidades taxon6micas nominales del
género Urotrygon analizadas en este estudio, soport6 la validez de nueve especies como
sinonimia senior. Se restituye a Urotrgon asterias (Jordan & Gilbert, 188) como sinonimia
senior, después de 33 afios que fue sinonimizada con Urotrygon chilensis (Ginther,
1872). Se ratific6 a Urotrygon caudispinosus Hildebrand, 1946 y a Urotrygon serrula
Hildebrand, 1946 como sinonimia junior de U. chilensis en lugar de Urotrygon munda Gill,
1863. La especie Urotrygon peruanus Hildebrand, 1946 careci6 de soportes para seguir
siendo considerada una especie valida, por lo que, debe ser sinonimizada con U.
chilensis. Con respecto a las dos especies endémicas de Panama, Urotrygon reticulata
Miyake & McEachran, 1988 y Urotrygon simulatrix Miyake & McEachran, 1988, a pesar
de que no fueron incluidas en este estudio, hay fuertes evidencias que permiten
hipotetizar que son no validas o actualmente estan extintas.

Las siete especies de Urotrygon analizadas en la presente investigacion, formaron
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un grupo monofilético. Las evidencias infieren una radiacion inicial en este género hace
29 milones de afios (Ma) atras, y la mas reciente hace menos de 5 Ma. Una congruencia
entre la informacion meristica y morfolégica con la filogenia molecular fue evidenciada.
Las especies morfolégica y fenotipicamente mas similares, fueron agrupadas como
especies hermanas en la topologia filogenética, cuya especiacion evolutiva ha sido
reciente (Utimos 10 Ma).

Con base en la informacién empleada en este estudio, los procesos de vicarianza,
dispersion y extincion han sido claves en la biogeografia de las especies de este género.
La distribucion geografica actualmente conocida para las diferentes especies de
Urotrygon esta relacionada a ventos de calentamiento global, el sistema mega-humedal
de Pebas, la transicion de una sistema trans-Andino a uno cis-Andino (formacion actual
de la cordillera de Los Andes) y el cierre del istmo de Panam@, ocurridos de forma gradual
en los ultimos 15 Ma. Las evidencias obtenidas en esta investigacion soportan la
hipotesis de que las ecorregiones marinas de Chiapas-Nicaragua y Nicoya fueron la zona
nucleo de divergencia y dispersion del género Urotrygon. La distribucion geogréfica
conocida para las diferentes especies de Urotrygon han sido actualizadas, modificando
y restringiendo su presencia a aquellas ecorregiones marinas del continente cuya

presencia ha sido confirmada.
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ABSTRACT

Urotrygon asterias was the fourth eastern Pacific species described for this genus (formerly genus
Urolophus) by D.S. Jordan and C.H. Gilbert in 1883. This species has undergone several
synonymizing processes within the Urotrygon genus, mainly related to its conspecific Urotrygon
munda (Gill, 1862) and Urotrygon chilensis (Gunther, 1872). An integrative taxonomic approach
(i.e., meristic, morphometric, and mitochondrial DNA information) was performed to elucidate
the taxonomic status of U. asterias. For the morphometric analyses, Correlation, Principal
Components Analyses (PCA), Permutational Multivariate Analysis of Variance (PERMANOVA),
Analysis of Similarities (ANOSIM), and Discriminant Analyses (DA) using forward stepwise tests
were employed in this study. Additionally, meristic information was applied on tooth rows, thorns,
vertebrae, soft rays of the pectoral, and pelvic fin. Mitochondrial genes information of the
Nicotinamide Adenine Dinucleotide dehydrogenase subunit 2 (NADHz), and the Cytochrome
Oxidase subunit 1 (COI) region, was used for taxonomic validity and support for U. asterias and
U. chilensis as distinct lineage. A total of 76 juvenile and mature specimens (five Urotrygon
munda, 25 U. chilensis, and 46 U. asterias) were taxonomic and morphometric assessed. The
multicollinearity test results reduced the 19 morphometric variables to four, used to perform the
PCA. The PC1 (76.5%) and PC2 (12.1%) expressed 88.6% of the total variance. PERMANOVA
(F=15.65; P=0.0001) showed a significant difference among the centroid position of the PCA
analysis. ANOSIM (R=0.2174; P=0.0002) did not depict a statistical superposition of the 95%
confident ellipses between the species assessed in the PCA morphospace. Both no-parametric tests
are congruent that each group constitutes belongs to different taxonomic entities. Forward stepwise
DA using the initial 19 morphometric variables, considered eight in its model resulting in an
overall 85.7% classification accuracy (i.e., U. munda 100.0%, U. chilensis 76.9%, and U. asterias
89.1%). Squared Malahanobis distances from group centroids were P=0.06, P=0.33 and P=0.59,
respectively, showing different group. Urotrygon asterias showed more than 90 pre-sting
vertebrae and a maximal of 42 thorns along the dorsal midline, being higher than those recorded...
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Roger’s round ray subtropical biology
Urotrygon rogersi (Myliobatiformes: Urotrygonidae), from the subtropical,
provides new biological, genetic, taxonomic, and distribution data for the genus
Urotrygon.
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ABSTRACT
Urotrygon rogersi (Jordan & Starks, 1895) is a benthic and endemic round ray inhabiting
the shallow waters of the tropical and subtropical eastern Pacific. The primary biological
information described and published for this species has been obtained mainly from
bycatch specimens collected from the shrimp trawl fishery along Mexican and Colombian
coasts. In this study, a complete taxonomic identification was applied to 77 specimens of
Urotrygon spp. that are housed and preserved in the two ichthyological collections of Baja
California Sur (Mexico). Thirty-three new fresh material specimens collected from the
local artisanal fishery in La Paz, B.C.S. were added to this study. Of all the 110 examined
specimens, 50 were morphologically identified as U. rogersi. Of the latter, a subset of four
(for NADHz2) and two (for COI) specimens were selected for DNA taxonomy validation and
compared to the online DNA sequences available. Both mitochondrial gene successfully
distinguished U. rogersi from other Urotrygonidae species. The NADH:2 specimens
sequenced in this study were identical with an online database, which held cataloged
biomaterial is misidentified as Urotrygon simulatrix (Miyake & McEachran, 1988).
Similarly, COI results showed identical sequences among this study and two Urotrygon
sp. held in public databases. Both ichthyological collections assessed presented
taxonomic misidentifications of U. rogersi. Which most frequently occurred for juvenile
specimens, showing the taxonomic complexity of this group of fishes. Fifteen of the U.
rogersi specimens studied were longer and broader than the maximum sizes previously
reported for this species. The geographic distribution of U. rogersi was established
between the marine ecoregion (ME) of the Magdalena Transition (Mexico) and Panama
Bight (Colombia), with the Cortezian zone (Gulf of California) having the highest number
of records. Conversely the presence of U. simulatrix inhabiting Mexican waters is
discarded. Similarly, Urotrygon aspidura (Jordan & Gilbert, 1882) spatial distribution
should be restricted to the ME of the Mexican Tropical Pacific instead of Magdalena
Transition and Cortezian. The new biological, taxonomic, genetic, and geographic
distribution information in this study should be considered in any further evaluation
regarding the conservation status of this endemic American round ray.
Keywords: DNA, Eastern Pacific, Elasmobranch, Round ray, Taxonomy.
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MORPHOLOGICAL ABNORMALITIES IN SEVEN AMERICAN ROUND RAYS
SPECIMENS. A REVIEW OF AMERICAS BATOMORPHS ANOMALIES.

America's batomorph abnormalities
Ehemann N.R.%, Garcia-Rodriguez F.J.! & De La Cruz-Agtero J?.
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ABSTRACT

Although morphological abnormalities in several rays and skate species around the
American continents have frequently mentioned, their numbers are unknown. The present
work record morphological abnormalities in four Urotrygonidae species. Two
anophthalmic specimens were detected (Urotrygon microphthalmum and Urobatis
halleri). Two individuals lacked caudal fins (Urobatis maculatus and Urotrygon chilensis).
Two round rays showed incomplete fusion of the pectoral fin to the head (U.
microphthalmum and U. chilensis). Vertebral compression and fusion were found in a 6-
year-old female Urotrygon rogersi. In addition, 118 abnormal batomorph specimens were
gathered from the available bibliography, spanning the last six decades (1959-2021).
Amblyraja doellojuradoi was the species with the highest number of abnormalities (18).
The most common anomaly was an incomplete fusion of the pectoral fin with the head.
Since 2010, at least 30 anomalous batomorphs have been recorded every 5 years. Sixty-
nine abnormal specimens occurred in the Northern Hemisphere (1.00-60.00 N). The
Cortezian (Pacific) and Southeastern Brazil (Atlantic) marine ecoregions stood out with
the highest number of these specimens. Mexico recorded 58 anomalous specimens,
followed by Brazil (n = 36). Biological, abiotic and anthropogenic factors are probably the
leading causes. However, additional studies are necessary to elucidate these
speculations.
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