Fecha de aprobacion l—

Numero Piginas

INIDEP

4 Direccion
INSTITUTO NACIONAL CE INVESTIGACION

e DIRECCION DE PESQUERIAS DE INVERTEBRADOS PECES

AdELE
ri_LJ’\\JILa'\JQ l r\VilJiL.l'\(il_ IVIF\F‘IT‘EU

[NFORME DE Progrinta / Gabinele

L4 Gabinele de Biologia Molecular y Microbiologia
INVESTIGACION  —n—

GBMM_7

ANALISIS DEL STATUS TAXONOMICO DE LA RAYA PICUDA DEL ATLANTICO

SUDOCCIDENTAL: Zearaja brevicaudata (MARINI, 1933) COMO CONSENSO COMUN

El status taxonémico de la raya denominada Z. chilensis ha presentado controversias desde que se
describid. En los uitimos afios estudios morfometricos y moleculares concordaron en gue la raya picuda
proveniente del Atlédntico Sudoccidental presenta diferencias con las rayas provenientes del mar de Chile y
se concuerda en nombrar=a las rayas del Pacifico como Zearaja chilensis, pero aun no se llega a un
consenso para la clasificacion de la del Atlantico. En el presente trabajo se realizd una comparacion de
secuencias CO/ de ejemplares clasificados como Z. chilensis, Z flavirostris, Z. brevicaudata vy Dipturus
familfai, con el objetiva de esclarecer el status taxondmico de la raya picuda proveniente del Atlantico
sudoccidental. Se tomaron las secuencias de las bases de datos, se llevd a cabo un andlisis filogenético
por Neighbor-Joining (NJ) y se determinaron las distancias K2P. A partir del agrupamiento resultante en el
NJ vy las distancias K2P obtenidas dentro del grupo de las rayas picudas del Atlantico Sudoccidental (0,2%)
se pudo determinar que las tres especies de Zearaja definidas para el Atlantico (Z flavirostris, Z
brevicaudatay D. lamilfai) pertenecen a la misma especie. Segun la revision de la clasificacion de estas
rayas se considera correcto denominarlas Zearaja brevicaudata con base sobre |la descripcion de Marini
(1933) quien fue el primerc en describir la especie con ejemplares del Mar Argentino y se sugiere pasar a
sinonimia a Z. flavirostris, Z. brevicaudata y D. lamillai.
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ANALISIS DEL STATUS TAXONOMICO DE LA RAYA PICUDA DEL
ATLANTICO SUDOCCIDENTAL: Zearaja brevicaudata (Marini, 1933)
COMO CONSENSO COMUN

Izzo, Silvina Andrea; Andreoli, Gabriela y Trucco, Maria Inés
Instituto Nacional de Investigacion y Desarrollo Pesquero
INTRODUCCION

La raya hocicuda-picuda, Zearaja chilensis es endémica de las agua templadas de América
del Sur (Licandeo y Cerna, 2007). En el Atlantico Sudoccidental la especie ha sido citada desde
Rio Grande del Sur en Brasil hasta Tierra del Fuego en Argentina (Menni y Stehmann, 2000;
Gomes y Picado, 2001) y en el Océano Pacifico se encuentra hasta los 31° S en el Pacifico
Suroriental (Chile) (Leible, 1987). En Argentina, integra la fauna acompafante de las principales
pesquerias, entre ellas la merluza Merluccius hubbsi, la corvina Micropogonias furnieri y el
langostino Pleoticus muelleri (Colonello y Cortés, 2014) y debido a que se comercializa al mercado
asiatico y europeo es una de las rayas con mayor valor econdmico dentro de las rayas
desembarcadas (Massa et al., 2004, 2011). De manera similar, en Chile constituye una de las
principales especies desembarcadas por las flotas artesanal e industrial (Céspedes et al., 2005;
Quiroz et al., 2008) siendo una especie capturada en todo su rango de distribucion. Hasta hace
unas décadas Z. chilensis era descripta como una Unica especie para todo el rango de
distribucién, tanto para las aguas del Atlantico sudoccidental como para las del Pacifico. Sin
embargo estudios a nivel morfométrico y molecular (Naylor et al., 2012; lzzo et al., 2017,
Gabanelli, et al., 2018) evidenciaron la existencia de dos especies diferentes para estas aguas.

El status taxonémico de la raya denominada Z. chilensis ha presentado controversias desde
gue se describié y ha traido confusién a la comunidad cientifica y el sector pesquero desde
entonces. El primer nombre otorgado a la especie fue Raia chilensis sobre la base de una
descripcion de un ejemplar macho capturado en la Bahia Quinteros de Chile por Guichenot en
1848. Posteriormente, Phillipi (1892) la nombré como Raia flavirostris basandose en una
descripcion realizada sobre dos ejemplares hembra de la misma region. Luego de la descripcion
de Phillipi (1892) varios autores consideraron a R. chilensis (De Buen, 1959; Pequefio, 1989;
Pequefio y Lamilla, 1985; 1993; Lloris y Rucabado, 1991; Saéz y Lamilla, 1997) como nombre
original y otros se inclinaron por R. flavirostris (Menni y Stehmann, 2000; Stehmann, 1970; Menni,
1973; Menni et al.,, 1984; Lopez et al., 1989). En el 2007, Last y Gledhill reasignaron estas
especies al género Zearaja, y sinonimizan Z. flavirostris con Z. chilensis, al igual que Vargas Caro
et al. (2015). Hasta ese momento no habia estudios que compararan ejemplares del Pacifico con
los del Atlantico, y se creian una Unica especie. Sin embargo, Naylor et al. (2012) a partir de un
estudio filogenético con secuencias NADH, de ejemplares de Z. chilensis provenientes de Chile y
de las Islas Malvinas, determinaron distancias génicas mayores a las que se esperan para una
Unica especie, concluyendo que ambas especies nominales (Z. chilensis y Z. flavirostris) eran
diferentes. Finalmente I1zzo et al. (2017) compararon secuencias COI de ejemplares denominados
como Z. chilensis de Chile y de la Plataforma Argentina y encontraron, al igual que Naylor et al.
(2012), que dentro de la denominacion de Z. chilensis se encontraban representadas dos
especies. En estos dos ultimos trabajos los autores sugirieron nombrar a la especie del Atlantico
como Z. flavirostris y Z. chilensis a la del Pacifico. Un estudio realizado por Gabbanelli et al.
(2018) con ejemplares de Argentina y Chile, reafirmo que las Z. chilensis del Pacifico pertenecen a
otra especie distinta de las del Atlantico. Sin embargo, en el mencionado estudio, se considero
gue las rayas del Atlantico Sudoccidental deben ser nombradas como Z. brevicaudata, basados
en una descripcion de Marini (1933), quien fue el primero en realizar una descripcion de estas
rayas con ejemplares colectados en el Mar Argentino.

Por dltimo, Concha et al. (2019), realizaron un estudio donde compararon datos
morfométricos y moleculares con el marcador NADH,, entre ejemplares de Chile y de las Islas
Malvinas, y reportaron una nueva especie criptica (especies indistiguibles morfolégicamente pero
con diferencias genéticas) en las Islas a la cual nombran como Dipturus lamillai. Sin embargo, en
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el mencionado trabajo sélo se consideraron ejemplares del Atlantico Sudoccidental sin tener en
cuenta que los ejemplares que quedan bajo la denominacién de Z. flavirostris (1zzo et al., 2017) o
Z. brevicaudata (Gabbanelli et al., 2018) tienen una distribucidn que abarca posiblemente las Islas
Malvinas. Por lo tanto, la denominacion de D. lamillai como nueva especie criptica con Z. chilensis
es cuestionable. Esta claro que estos Ultimos tres autores coinciden en la existencia de dos
especies de rayas distintas para las aguas del Pacifico y del Atlantico, pero la denominacién de la
raya del Atlantico aun esté en discusion.

El objetivo de este trabajo fue realizar una comparacion entre las secuencias COI utilizadas
en los tres trabajos mencionados para esclarecer las controversias del status taxonémico de la
raya picuda del Atlantico Sudoccidental.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 una comparacion de secuencias COIl de ejemplares clasificados como Z.
chilensis, Z. flavirostris, Z. brevicaudata y D. lamillai. Estas secuencias fueron seleccionadas
debido a que se utilizaron en los analisis filogenéticos de los estudios de 1zzo et al. (2017),
Gabbanelli et al. (2018) y Concha et al. (2019). Se analizaron un total de 49 secuencias
provenientes de ejemplares capturados tanto en el Atlantico Sudoccidental como en el Pacifico
Sudoriental, y se utilizaron secuencias COIl de D. kwantungensis, D. laevis y D. gudgeri como
extragrupo (Anexo 1).

Una vez obtenidas las secuencias (alrededor de 600 pb) de las bases de datos BOLD y Gen
Bank, se corrobor6 su calidad con el programa Bioedit Sequence Alignment Editor (Hall, 1999) y
se realizé un alineamiento multiple con el software MEGA 5.2 (Tamura et al., 2011). Se calcularon
las distancias genéticas intra e interespecificas usando el modelo de distancias K2P (Kimura,
1980), se generd una matriz de distancias de a pares con todas las secuencias obtenidas y se
realizd una representacion grafica mediante Neighbor-Joining (NJ) con 5000 réplicas de
bootstraps para evaluar la topologia en el MEGA 5.2.

RESULTADOS Y DISCUSION

En los ultimos afios estudios morfométricos y moleculares (1zzo et al., 2017; Gabbanelli et
al., 2018; Concha et al., 2019) estuvieron de acuerdo en que los ejemplares de Zearaja chilensis
provenientes del Atlantico sudoccidental presentan diferencias con las rayas provenientes del
Pacifico como para ser designada una Unica especie. En los mencionados trabajos se obtuvieron
marcadores que llevaron a concluir que la raya del Pacifico es una especie distinta de la del
Atlantico y concuerdan en nombrar a la primera como Zearaja chilensis, pero se encuentran
controversias para la clasificacion de la segunda. Por lo tanto, en el presente trabajo se buscaron
puntos de comparacion comunes a estos tres estudios con el fin de esclarecer el status
taxondmico de la raya hocicuda-picuda proveniente del Atlantico sudoccidental.

Debido a que el trabajo de Concha et al. (2019) se llevo a cabo con el marcador NADH,,
no habia puntos en comun de comparacién a nivel molecular con los otros estudios que se
realizaron con el gen mitocondrial COIl. Sin embargo, se encontré que estos autores incluyeron en
sus analisis filogenéticos dos secuencias NADH, provenientes de dos genomas mitocondriales
completos registrados en Genbank bajo los accesos KJ913073 (Vargas-Caro et al.,, 2014) y
KF648508 (Jeong y Lee, 2014). Estos genomas que provienen segun sus autores de ejemplares
de Z. chilensis, se utilizaron en este trabajo para tomar sus secuencias COIl y poder de esta
manera comparar todos los estudios.

En el analisis NJ realizado por Concha et al. (2019) la secuencia NADH, KJ913073 agrup6
junto con las secuencias provenientes de ejemplares a los que ellos se refieren como D. chilensis
(provenientes del Pacifico) y la secuencia NADH, KF648508, agrupd junto con las secuencias
correspondientes a ejemplares denominados D. lamillai de las islas Malvinas. Debido a ese
resultado, los autores propusieron que el ejemplar de donde provenia dicho genoma (identificado
como Z. chilensis por Jeon y Lee, 2014) debia en realidad identificarse como D. lamillai.
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Figura 1. Arbol Neighbor-Joining generado a partir de las distancias K2P entre las secuencias COI de Z.
chilensis del Pacifico y, Z. brevicaudata y Z. flavirostris del Atlantico. Las secuencias destacadas provienen de
genomas mitocondriales registrados en Genbank que coinciden con los utilizados por Concha et al. (2019)

para NADH,.
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En el analisis NJ (Figura 1) del presente trabajo se observd que las secuencias
correspondientes a las rayas capturadas en el Atlantico y el Pacifico formaron dos clados
monofiléticos soportados por un 93% de bootstraps. Por un lado, se encuentra un taxén que
agrupa las secuencias pertenecientes a Z. chilensis capturadas en Chile (99% bootstrap) que
incluye la secuencia COIl KJ913073, y por otro, se encuentran las secuencias correspondientes a
Z. brevicaudata (Gabbanelli et al., 2018), Z. flavirostris (I1zzo et al., 2017) y también la secuencia
COlI proveniente del genoma mitocondrial KF648508 (Jeong y Lee, 2014). Este agrupamiento
resultante, en un solo cluster, para las secuencias correspondientes a ejemplares denominados
como Z. flavirostris, Z. brevicaudata y D. lamillai, sugiere que deba considerarse la sinonimia de
estas tres especies.

Las distancias K2P dentro de cada grupo fueron de 0,2% para las rayas del Atlantico y del
0,1% para las del Pacifico (Tabla 1A). A su vez, ambos grupos mostraron una divergencia K2P
3,5% entre si (Tabla 1B). Con el fin de analizar las divergencias entre Z. flavirostris, Z.
brevicaudata y D. lamillai se realizé un célculo de distancias de a pares K2P (Tabla 1C) de once
secuencias especificas. A partir de estos datos se pudo observar que estas secuencias, incluida
KF648508 denominada como D. lamillai en el trabajo de Concha et al. (2019), divergen en
promedio un 0,29% ente si; y con las secuencias de Chile, un 3,5%. Distancia que supera a la
anterior en mas de un orden de magnitud.

Tabla 1. Distancias K2P expresadas en porcentajes para cada grupo (A), entre grupos (B) y medidas de a pares
entre secuencias especificas (C).

A % K2P intraespecifica
Atlantico Sudoccidental 0,2
Pacifico 0,1
Extragrupo 0,63
B % K2P interespecifica
Secuencias 1 2 3

1 Atlantico Sudoccidental
2 Pacifico 3,5
3 Extragrupo 6,3 5,8

%K2P de a pares

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1 EHO0413-7|Zearaja flavirostris|KY356834.1
2 Z fla_EHO0116_L8|Zearaja flavirostris 0,5
3 FARGO014-06|Zearaja brevicaudata 0,3 0,0
4 FARGO016-06|Zearaja brevicaudata 05 02 0.2
5 KF648508|Zearaja chilensis 05 02 02 03
6 KJ913073|Zearaja chilensis 34 34 34 36 36
7 FCHIL133-06|Zeraja chilensis 34 34 34 36 36 00
8 FCHIL128-06|Zearaja chilensis 3,2 3,2 3,2 3,4 3,4 0,2 0,2
9 D. gudgeri|EU398766 50 46 47 48 48 49 49 47
10 D. laevis|GU805787 56 56 56 58 58 49 49 51 5,6
11 D. kwangtungensis|EU339345 82 82 82 82 84 76 76 76 6,6 6,5
o)
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De acuerdo con las referencias de Ward (2009) designadas para la identificacion de
especies por secuencias COI, cuando dos ejemplares presentan una distancia K2P <0,5%, la
probabilidad de que sean la misma especie es mayor al 95%. Cuando la distancia K2P es mayor
al 2%, la probabilidad de que sean especies distintas es mayor al 95%. Los resultados de
distancias obtenidos en este trabajo confirman que las secuencias del Atlantico tienen una alta
probabilidad de pertenecer a la misma especie y ser una distinta respecto de las de Chile. Estos
resultados son esclarecedores para confirmar que las tres denominaciones para la raya hocicuda-
picuda del Atlantico deben considerarse en sinonimia y que la aparicion de una nueva especie
criptica en las islas Malvinas es al menos cuestionable.

La revisidbn de la clasificacion de la raya picuda estd bien descripta en varios trabajos
(Vargas-Caro et al., 2015; Gabbanelli et al., 2018) y queda claro que Z. chilensis y Z. flavirostris
fueron los primeros nombres usados para describir especimenes chilenos por Guichenot (1848) y
Philippi (1892), respectivamente. Por lo tanto, en coincidencia con Gabbanelli et al. (2018),
consideramos que seria correcto denominar a la raya picuda del Atlantico sudoccidental como
Zearaja brevicaudata (Marini, 1933), ya que fue el primer nombre dado para describir a las rayas
de estas aguas.

CONCLUSIONES

- Los agrupamientos de las secuencias analizadas por NJ y los datos de distancias K2P
permitieron concluir que los ejemplares correspondientes a la raya hocicuda-picuda del Atlantico
Sudoccidental que queda bajo la denominacién de Zearaja flavirostris, Zearaja brevicaudata y
Dipturus lamillai son la misma especie.

- Los andlisis realizados permiten ratificar la diferenciacion de la raya hocicuda-picuda del
Atlantico Sudoccidental con Zearaja chilensis de Chile como distintas especies.

- A partir de una revisién sobre la clasificacién de estas rayas se considera correcto nombrar a la
raya picuda del Atlantico Sudoccidental como Zearaja brevicaudata (Marini, 1933)

- Para generar un orden en la denominacion de la especie del Atlantico sudoccidental se sugiere
pasar a sinonimia a Z. flavirostris, Z. brevicaudata y D. lamillai.

- Se evidencia la necesidad de esclarecer el status taxonémico a nivel de género para Dipturus y
Zearaja. Se llevaran a cabo estudios filogenéticos con distintos marcadores moleculares para
dilucidar las controversias para estos generos.
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ANEXO 1.

Referencias geogréficas de captura para las secuencias usadas en los analisis del presente

estudio.

Secuencia

Region de captura del ejemplar

Referencia

KY356818.1| Zearaja flavirostris

Costa Bonaerense, Mar Argentino.

Izzo et al., 2017

KY356819.1| Zearaja flavirostris

Norte de la Patagonia, Mar Argentino.

lzzo et al., 2017

KY356820.1| Zearaja flavirostris

Bahia Grande, Sur de la Patagonia, Mar Argentino.

lzzo et al., 2017

KY356821.1| Zearaja flavirostris

Costa Bonaerense, Mar Argentino.

Izzo et al., 2017

KY356822.1| Zearaja flavirostris

Bahia Grande, Sur de la Patagonia, Mar Argentino.

Izzo et al., 2017

KY356823.1| Zearaja flavirostris

Bahia Grande, Sur de la Patagonia, Mar Argentino.

Izzo et al., 2017

KY356824.1| Zearaja flavirostris

Bahia Grande, Sur de la Patagonia, Mar Argentino.

lzzo et al., 2017

KY356825.1| Zearaja flavirostris

Bahia Grande, Sur de la Patagonia, Mar-Argentino.

lzzo et al., 2017

KY356826.1| Zearaja flavirostris

Bahia Grande, Sur de la Patagonia, Mar Argentino.

lzzo et al., 2017

KY356827.1| Zearaja flavirostris

Bahia Grande, Sur de la Patagonia, Mar Argentino.

lzzo et al., 2017

KY356828.1| Zearaja flavirostris

Costa de Chubut, Mar Argentino.

Izzo et al., 2017

KY356829.1| Zearaja flavirostris

Costa Bonaerense, Mar Argentino.

Izzo et al., 2017

KY356830.1| Zearaja flavirostris

Costa Bonaerense, Mar Argentino.

Izzo et al., 2017

KY356831.1| Zearaja flavirostris

Costa Bonaerense, Mar Argentino.

Izzo et al., 2017

KY356832.1| Zearaja flavirostris

Costa Bonaerense, Mar Argentino.

Izzo et al., 2017

KY356833.1| Zearaja flavirostris

Costa Bonaerense, Mar Argentino.

Izzo et al., 2017

KY356834.1| Zearaja flavirostris

Costa de Chubut, Mar Argentino.

Izzo et al., 2017

KY356835.1| Zearaja flavirostris

Costa Bonaerense, Mar Argentino.

Izzo et al., 2017

KY356836.1| Zearaja flavirostris

Costa Bonaerense, Mar Argentino.

Izzo et al., 2017

KY356837.1| Zearaja flavirostris

Costa Bonaerense, Mar Argentino.

Izzo et al., 2017

Zchil_Zearaja flavirostris

Norte Golfo San Jorge, Mar Argentino

Este trabajo

Zchill_Zearaja flavirostris

Costa Bonaerense, Mar Argentino.

Este trabajo

Zchil2_Zearaja flavirostris

Costa Bonaerense, Mar Argentino.

Este trabajo

Zchild_Zearaja flavirostris

Costa Bonaerense, Mar Argentino.

Este trabajo

Zchil5_Zearaja flavirostris

Costa Bonaerense, Mar Argentino.

Este trabajo

EH0613-16_Zearaja flavirostris

Norte de la Patagonia, Mar Argentino.

Este trabajo

FARG567-09|Z. brevicaudata

Costa bonaerense, Mar argentino

Gabbanelli et al., 2018

FARG568-09|Z. brevicaudata

Costa bonaerense, Mar argentino

Gabbanelli et al., 2018

FARG569-09|Z. brevicaudata

Norte de la Patagonia, Mar argentino

Gabbanelli et al., 2018

FARG016-06| Z. brevicaudata

Patagonia Argentina

Gabbanelli et al., 2018

FARGO014-06| Z. brevicaudata

Patagonia Argentina

Gabbanelli et al., 2018

FARGO015-06| Z. brevicaudata

Patagonia Argentina

Gabbanelli et al., 2018

9

Analisis del status taxonémico de Zearaja brevicaudata en el Atlantico Sudoccidental



@ INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACION Y DESARROLLO PESQUERO

FARGO018-06| Z brevicaudata Patagonia Argentina Gabbanelli et al., 2018
FARG338-07| Z. brevicaudata Uruguay, Atlantico Gabbanelli et al., 2018
KF648508| Z. chilensis Sin datos Jeongy Lee, 2014
FCHIL131-06|Z. chilensis Canal Bdrbara, Estrecho de Magallanes, Chile No publicado
FCHIL134-06|Z. chilensis Canal Bdrbara, Estrecho de Magallanes, Chile No publicado
FCHIL136-06|Z. chilensis Canal Lyell, Estrecho de Magallanes, Chile No publicado
FCHIL135-06|Z. chilensis Canal Lyell, Estrecho de Magallanes, Chile No publicado
FCHIL139-06|Z. chilensis Canal Lyell, Estrecho de Magallanes, Chile No publicado
FCHIL133-06|Z. chilensis Canal Lyell, Estrecho de Magallanes, Chile No publicado
FCHIL128-06|Z. chilensis Canal Lyell, Estrecho de Magallanes, Chile No publicado
FCHIL127-06 | Z. chilensis Canal Molinas, Estrecho de Magallanes, Chile No publicado
FCHIL126-06 | Z. chilensis Canal Molinas, Estrecho de Magallanes, Chile No publicado
FCHIL130-06 | Z. chilensis Canal Molinas, Estrecho de Magallanes, Chile No publicado
FCHIL129-06 | Z. chilensis Canal Molinas, Estrecho de Magallanes, Chile No publicado

KJ913073| Z chilensis San Antonio, Chile Vargas-Caro et al., 2014
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