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Resumen

Este estudio presenta el andlisis de un evento de mortalidad masiva en la poblacién del hacha
Atrina maura durante 2016 en la Ensenada de La Paz, Baja California Sur, México asociado a la
rapida expansidn de una ascidia colonizadora del género Distaplia. Dicha poblacion de hacha se
encontraba en moratoria de concesidon de pesca y se recuperaba rdpidamente. Se realizé un
estudio morfoldgico y genético para determinar la taxonomia de la ascidia; los analisis indican
qgue la ascidia que se encuentra en la Ensenada de La Paz morfoldgicamente coincide con
organismos descritos para el Indo-Pacifico y Caribe descrita como Distaplia stylifera. Se discute
la problemadtica en la identificacion taxondmica especifica de esta ascidia asociada a la
incertidumbre inherente a los criterios de diagndstico morfolégicos originales y a un genoma
mitocondrial Cox1 inusualmente divergente registrado en las especies del género Distaplia. Para
analizar el evento de mortalidad se utilizaron censos anuales de otofio en 2015, 2016 y 2017
(noviembre-diciembre) y un censo adicional de verano en 2016 (junio) que indicaron bajas
densidades del tunicado y presencia en escasos sitios de muestreo durante 2015 asi como una
rapida expansién a lo largo de los bancos de las hachas en 2016. Las mortalidades masivas de A.
maura detectadas en 2016 y 2017 resultaron en una gran pérdida econdmica para los
pescadores. Un modelo aditivo generalizado (GAM) indicé que el sustrato provisto por A. maura
fue el Unico factor significativo asociado a la rapida expansién (medida como la proporcién de
cobertura) de D. stylifera. Paraddjicamente, el éxito de la recuperacion en la poblacion de A.
maura aumentd la disponibilidad de sustrato para el epibionte tunicado, lo que facilité un
proceso de colonizacion abrupto y rdpido en los bancos de hachas. Esto resulté en eventos de
mortalidad masiva de A. maura en 2016 y 2017. El modelo predice que los efectos de
mortalidad en hachas asociados a la cobertura de D. stylifera comienzan a ocurrir cuando la
densidad de A. maura es >47 inds./250 m% Un segundo GAM demostré que el principal
impulsor de la mortalidad de A. maura fue cuando la cobertura de ascidias fue >8%. La salinidad
>37.3 PSU, SST <26.9 °Cy OD >5.06 mg O,/L fueron factores impulsores secundarios. La cosecha
temprana de A. maura, orientada a disminuir la disponibilidad de sustrato, ante los primeros
signos de crecimiento de la poblacién de D. stylifera puede evitar pérdidas econdmicas
significativas de A. maura en el futuro.

Palabras clave: bivalvo, Golfo de California, hacha china, mortalidad masiva, secuenciacion
molecular.
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Summary

This study presents the analysis of a massive mortality event of pen shell Atrina maura during
2016 in the Ensenada de La Paz, BCS, Mexico associated with the rapid expansion of colonizing
ascidian of the genus Distaplia. This pen shell population was in a fishing concession
moratorium and was rapidly recovering. A morphological and genetic study was carried out to
determine the taxonomy of the sea squirt; the analyzes indicate that the sea squirt found in
Ensenada de La Paz morphologically fit with organisms described for the Indo-Pacific and
Caribbean as Distaplia stylifera. The problem in the specific taxonomic identification of this
ascidian associated with the uncertainty inherent in the original morphological diagnostic
description criteria, an unusually divergent Cox1 mitochondrial genome observed in species of
the genus Distaplia. To explain the mass mortality event in a restored population of A. maura.
Annual fall censuses in 2015, 2016 and 2017 (Nov-Dec) and an additional summer census in
2016 (Jun) showed that tunicate was first observed at low densities at few sampling sites during
2015 and expanded rapidly along pen shells banks in 2016. Manual removal of tunicates in two
small areas during Sep-Nov 2016 and Jan-Mar 2017 had negligible positive effect in pen shell
population. The massive mortalities of A. maura detected in 2016 and 2017 resulted in a great
economic loss for regional fishers. A generalized additive model (GAM) indicated that the
substrate provided by A. maura was the only significant factor associated with the rapid
expansion (measured as the proportion coverage) of D. stylifera. Paradoxically, successful
recovery in A. maura population increased substrate availability for the tunicate epibiont, which
facilitated an abrupt and rapid colonization process in pen shells banks, resulting in mass
mortality events of A. maura in 2016 and 2017. The model predicts that the coverage effects of
D. stylifera begin to occur when the density of A. maura is >47 inds./250 m% A second GAM
showed that the main driver of A. maura mortality was ascidian coverage when it is >8%.
Salinity >37.3 PSU, SST <26.9 °C and DO >5.06 mg O,/L were secondary driving factors. The early
harvest of A. maura, aimed at reducing the availability of substrate, at the first signs of growth
of the population of D. stylifera can avoid significant economic losses of A. maura in the future.

Keywords: bivalve, Gulf of California, pen shell, mass mortality, molecular sequencing.
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1. INTRODUCCION

Las especies marinas pueden establecer diferentes tipos de relaciones entre ellas. Por
ejemplo, las relaciones intraespecificas que ocurren entre organismos de la misma especie
(formacidn de colonias, gregarismo, etc.) o interespecificas ocurren entre organismos de
especies diferentes (depredacion, simbiosis, mutualismo, comensalismo, parasitismo,
competencia por el espacio, epibiosis, etc.). En todos los casos se tratan de relaciones
ecolégicas basadas siempre en las caracteristicas evolutivas de la especie. Por ejemplo, en
especies sésiles el asentamiento exitoso y la deriva y dispersiéon de larvas plancténica
depende de factores intrinsecos o genéticos que son caracteristicos de cada especie, y
extrinsecos, que se dividen en factores abidticos y bidticos. Los factores abidticos son los
factores fisicoquimicos; pueden ser fisicos climaticos (temperatura, luz, humedad,
pluviosidad, presion atmosférica) y fisicos no climaticos (salinidad, pH, turbidez) (Stachowicz
et al., 2002). En cuanto a los factores bidticos; las relaciones intraespecificas como
asociaciones coloniales pueden generar ventajas en su éxito de colonizacién. Otro factor
bidtico son las relaciones interespecificas de las cuales se distinguen: el mutualismo,
amensalismo, comensalismo, parasitismo, competencia, depredacion y epibiosis. La epibiosis
es el fendmeno en el que un organismo (epibionte) ya sea planta (epifita) o animal (epizoo),
vive sobre un sustrato vivo (basibionte). La epibiosis es una estrategia competitiva para usar
el espacio disponible en ambientes marinos bentdnicos, donde el espacio es recurso limitado
(Wahl, 1989). Los competidores exitosos a menudo exhiben tasas de crecimiento rapido y se
expanden lateralmente a lo largo de un sustrato; ademas, suelen crecer sobre organismos

solitarios (Ricciardi et al., 1995).

La epibiosis es benéfica para el epibionte al tener mds sustrato en cual fijarse y crecer, asi
como facilidad para filtrar el alimento de la columna de agua (Gutt y Schickan, 1998). Para el
basibionte, también puede ser benéfico cuando el epibionte le brinda proteccion y le
permite mimetizarse en el fondo marino, pero usualmente es dafina para el basibionte, que
generalmente sufren disminucién de peso por escases de alimento (Wahl, 1989). También
puede ocurrir lo conocido como “fatalidad compartida” en la cual el epibionte es atractivo
para un depredador y en consecuencia el basibionte también se convierte en presa (Wahl et
al., 1997). La mortalidad no depredadora puede ser atribuida a la sofocacién (respiracién) o

inanicion (alimentacion) del basibionte por el epibionte causando una “carga letal” al
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basibionte, forzandolo a reasignar energia destinada a las funciones de crecimiento o
reproductivas a compensar el crecimiento excesivo del epibionte. Aquellos basibiontes que
sobreviven a la epibiosis pueden mostrar una disminucidn en el crecimiento somdatico (Wahl
et al., 1997; Thieltges, 2005). La reproduccion del basibionte también puede verse afectada
de varias formas por la epibiosis excesiva, desde la disminucién de la capacidad reproductiva
en adultos a la disminucion de asentamiento de larvas, también puede provocar una
disminucion del tejido gonadal (Chan y Chan, 2005) y en la cantidad de huevos o larvas

producidos durante el desove (tamafio de puesta) (Saier y Chapman, 2004).

Una notable interaccién epibiotica positiva ocurre cuando la presencia de un epibionte
inhibe la depredacién sobre el basibionte al servir como camuflaje; como el caso de los
caracoles Tegula brunnea (Philippi, 1849), donde aquellos cubiertos con el alga incrustante
Peyssonnelia meridionalis Hollenberg & Abbott, 1968, son menos visibles y depredados por
la estrella de mar de los géneros Pycnopodia Stimpson, 1862 y Pisaster Miiller & Troschel,

1840 (Thornber, 2007).

Si la presencia del epibionte es altamente perjudicial para el basibionte, el epibionte
presenta un comportamiento invasor. Las invasiones biolégicas son de especial importancia,
tanto por las repercusiones ecoldgicas y econdmicas. Existen diversas definiciones de
especies invasoras, donde la mayoria coinciden en dos puntos (1) introduccidon de una
especie exdtica en un area nueva ya sea de manera intencional o accidental, a causa de
actividades humanas, y (2) proliferacidon de la especie. En general, una especie invasora es
una especie exotica cuya introduccidn y/o propagaciéon amenaza a la diversidad bioldgica
nativa (CBD, 2022). Cuando no es demostrable la procedencia de la especie (nativa o

introducida) se consideran especies criptogénicas (Carlton, 1996).

La invasidon bioldgica es un proceso dindmico no lineal, que una vez iniciada se va a
perpetuar por si misma. Durante el proceso de invasién se pueden distinguir diferentes fases
(Blackburn et al., 2011). Para que una especie exoética llegue a causar problemas ecolégicos
y/o econdmicos, en primer lugar, tiene que ser transportada fuera de su area de distribucion
biogeografica natural y ser liberada lejos de ésta (Lockwood et al., 2005). Asimismo, ésta
debe ser capaz de formar propagulos que sean transportados a la nueva region, sobrevivir al

proceso y ser capaz de establecerse y expandirse en el nuevo habitat con una poblacidn
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auto-sustentable. Algunas especies exdticas no causan invasiones justo después de su
introduccidn, sino que mantienen una fase de latencia caracterizada por un crecimiento
discreto mientras se adaptan a las nuevas condiciones ambientales, creciendo luego
exponencialmente llegando a ser ampliamente invasivas cuando las condiciones ambientales
se vuelven favorables (Crooks, 2005). Se ha encontrado que algunas especies introducidas
poseen una alta diversidad gendmica, indicativa de un alto potencial de adaptacién al nuevo
habitat (Hudson et al.,, 2021). Es importante comentar que no todas las especies
introducidas sobreviven, ya que algunas no se adaptan al nuevo ambiente o son depredadas
por las especies nativas. Si logran establecerse, la especie puede expandirse y reproducirse
con éxito (Sakai et al., 2001). Es posible que la especie introducida requiera de multiples
eventos de introduccion para establecerse de manera definitiva (Crooks, 2005). Aquellas
especies que logren establecerse con éxito interactuaran con las especies nativas, ya sea por

competencia, depredacidn, parasitismo u otra interaccidon simbidtica (Torchin et al., 2002).

A partir de 2015 se detectd la presencia de una ascidia que coloniza sustratos duros con
facilidad con un crecimiento repentino y exponencial, con un comportamiento invasor en la
Ensenada de La Paz BCS, México. Algunos de estos sustratos son organismos con concha
dura, como las especies de hacha Atrina maura (Sowerby, 1835), A. tuberculosa (Sowerby,
1835) y Pinna rugosa Sowerby, 1835 en donde la ascidia frecuentemente cubre mas del 50%
de la concha; principalmente de A. maura la especie numericamente dominante en la
ensenada (Fig. 1). Esta colonizacién podria disminuir el crecimiento corporal o poblacional
de las especies de hacha, debilitar sus valvas, limitar considerablemente su ingesta de

alimento (Rodriguez e Ibarra-Obando, 2009) y posiblemente incremente su mortalidad.

La ocurrencia de la ascidia en la Ensenada de La Paz estda afectando directamente a
pescadores miembros la Organizacién de Pescadores al Rescate de la Ensenada (OPRE) de la
comunidad del Manglito, La Paz, BCS. Desde el 2011, junto con Noroeste Sustentable A.C.
(NOS), iniciaron un programa de restauracion natural y resiembra de hacha para repoblar la
zona en donde estas poblaciones habian disminuido a consecuencia de una intensa
sobreexplotacidén pesquera. El proceso de restauracion logré resultados favorables durante
el periodo 2011-2014. La estimacién del tamafio poblacional en la zona de restauracion

(1,330 hectdreas aproximadamente) aumentd de 74,706 organismos a 1,121,749 individuos


http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=507064
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=507064
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=507064
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=507064
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de A. maura; de 24,572 organismos a 301,910 para P. rugosa; y de 1,303 organismos a

47,149 para A. tuberculosa (NOS, 2015).

g 0.5m
, 2

Figura 1. A-B) Atrina maura invadida por epibiosis de D. cf. stylifera; C) tapetes de D. cf.
stylifera, cubriendo un banco de hachas durante 2016 en Ensenada de La Paz, BCS, México.

El presente trabajo de tesis doctoral se investiga la interaccion interespecifica entre A.
maura y D. cf. stylifera, particularmente la funcidén que tuvo A. maura como un facilitador
del comportamiento invasivo de D. cf. stylifera, y su impacto epibidtico en la poblacion de A.

maura en la Ensenada de La Paz, BCS, México.



2. ANTECEDENTES

Actualmente, en diversas partes del mundo se ha visto la presencia de ascidias, o tunicados,
invadiendo ecosistemas y ocasionando un dafio o impacto notable al habitat, llegando a
desplazar a otras especies o acabando con granjas acuicolas (Lambert y Lambert, 2003;

Bryon y Scavia, 2008; Lambert, 2009).

Rodriguez e lbarra-Obando (2009) realizaron un estudio de la cobertura y colonizacién de
organismos incrustantes sobre el ostion comercial Crassostrea gigas en la bahia de San
Quintin Baja California, México. Ellos encontraron que la mayoria de los organismos
incrustantes fueron 13 especies de ascidias de las cuales 10 especies concluyeron son
especies introducidas. Al final de los 12 meses de muestreo registraron que las ascidias
cubrieron un 40% del drea total estudiada, y el 60% restante estuvo dividido en 7 taxas de
epibiontes. Ademas, ellos observaron que la colonizacién de ascidias tuvo una correlacion

significativamente positiva con temperatura (Rodriguez e Ibarra-Obando, 2009).

En el Golfo de California se han registrado cinco especies exdticas de ascidias (Salgado-
Barragan et al., 2004; Carver et al., 2006; Tovar-Herndndez et al., 2010; 2012). En 2004 se
registré a Styela canopus en un manglar del Estuario de Urias, Sinaloa (Salgado-Barragan et
al., 2004). Otras cuatro especies (Botrylloides violaceus, Botryllus schlosseri, Lissoclinum
fragile y Polyclinum constellatum) fueron registrados en puertos de Mazatldn y una granja
ostionera en Topolobampo, Sinaloa (Tovar-Hernandez et al., 2010; 2013). Botrylloides
violaceus y P. constellatum son las dos principales especies que crecen sobre ostiones; sin
embargo, hasta el momento no se ha evaluado su impacto como especie invasora en México

(Carver et al., 2006).

A principios de los 2000 se consideraba a la acuicultura como principal via de introduccion
de especies exdticas marinas (36.2%) en México (Okolodkov et al., 2007). La acuacultura ha
sido un vector importante debido al alto crecimiento econdmico de esta actividad
productiva; no solo por la introduccién de especies comerciales, sino también por la epibiota
asociada (Naylor y Burke, 2005). Otra via de introduccion es el agua de lastre de las
embarcaciones (32.6%) debido al incremento del transito maritimo, asi como la epibiota

incrustada sobre los cascos de barcos (25%) (Okolodkov et al., 2007). Las bioincrustaciones
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de organismos sésiles son otra via de introduccion de especies exdticas e invasoras
(esponjas, cirripedos, ascidias, etc.) que colonizan diferentes estructuras duras que se
encuentran en contacto permanente con el agua de mar, como: plataformas petroleras,
muelles, boyas, artes de pesca entre otros sustratos (Lambert y Lambert, 2003).
Independientemente del medio de introduccién, los problemas que pueden generar no sélo
son ecoldgicos, sino también econdmicos por el costo que implica la limpieza de los cascos
de barcos, pilares de muelle, asi como las limpiezas de infraestructura asociada a la

acuicultura, pesca y transporte maritimo.

Las ascidias son altamente competitivas por espacio y con un comportamiento epibionte que
pueden incrementar rdpidamente el tamano de la poblacién, al punto de inhibir la
colonizacién de otras especies creando densas agregaciones monoespecificas (Lamber,
2009). Las ascidias son cordados debido a la presencia de una notocorda durante su fase
larval. Los organismos de la familia Holozoidae son especies hermafroditas con reproduccién
sexual y asexual, pudiendo reproducirse de forma alterna o simultdanea (Svane y Young
1989). Esta caracteristica biolégica provee una ventaja adaptativa en comparacién con otros
organismos que solo se reproducen sexualmente. En los bivalvos en general, el desarrollo
gonadico implica un crecimiento de la gdnada, a partir de un epitelio germinal indiferenciado
de origen mesodérmico, que permanece latente en el tejido conjuntivo, después de cada

periodo reproductivo (Thompson et al., 1996).

Las ascidias se distribuyen principalmente en sitios someros <5 m de profundidad en
ambientes templados y tropicales. Se pueden encontrar en sustratos naturales (rocas,
rodolitos, madera, etc.) y sustratos artificiales (pilares de muelle, trozos de pvc, boyas, etc)

(Berrill, 1935).

Las ascidias del género Distaplia miembros de la familia Holozoide, tienen una fecundacion
interna y las larvas se desarrollan en el saco peribranquial; una vez maduras las larvas son
liberadas a la columna de agua permaneciendo en las corrientes de agua durante
aproximadamente 1 dia, posteriormente ellas tienen una metamorfosis para asentarse y
formar parte del bentos marino (Berrill, 1935). En aguas templadas y subtropicales el desove
de diferentes especies de ascidias se limita a los meses de verano y la mayoria tiene uno o

dos picos de reproduccion durante el ciclo anual (Berrill, 1935; Sabbadin, 1960). Svane y


http://www.scielo.sa.cr/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0034-77442000000100022#Sabbadin
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Young (1989) consideran otros factores reguladores del ciclo reproductivo como la
temperatura, el fotoperiodo, las fases de la luna, las mareas y la concentracién y tipo del

fitoplancton.

Las ascidias son uno de los miembros dominantes en la macrofauna bentdnica. Al igual que
otros organismos filtradores, éstas se alimentan de seston (Garcia-March, 2005). Las ascidias
son organismos sésiles indicadores de la calidad del agua. También se consideran especies
clave en la comunidad de la megafauna bentdnica, ya que su pérdida de un drea de
conservacion lleva a la pérdida de numerosas otras especies al ser alimento de diversas
especies de tortugas, estrellas de mar, peces especialmente botete, pez globo, de la familia

Tetraodontidae y pez loro del orden Perciformes (Ali, 2016).

Las ascidias contribuyen en gran parte en la trama tréfica, actuando como almacén de
metabolitos primarios y secundarios potenciales. Estos metabolitos son utiles en la industria
farmacéutica para generar compuestos anticancerigenos (Erba et al., 2002; Fedorov et al.,
2006). El caso mas conocido es el de la especie Ecteinascidia turbinata comercializado por
PharmaMar bajo el nombre de YONDELIS® forma parte del numeroso grupo de agentes

alquilantes usados en quimioterapia (PharmaMar, 2018).

Atrina maura (Sowerby, 1835) es conocida como “hacha china” o “hacha” por la forma de la
concha alargada, aplanada que se asemeja a un abanico con el borde anterior truncado. Su
coloracién externa es ambar-purpuireo a marrén oscuro y tiene una superficie interna
brillante del mismo color que la externa. Se han reportado tallas maximas de 45 cm, aunque
comunmente los adultos se encuentran en tallas de 20-30 cm (Fig. 2A). En A. maura los
organismos son dioicos y al madurar, los gametos son expulsados a la columna de agua,
donde los espermas fecundan a los dévulos; posteriormente las larvas lecitotréficas llevan
vida planctoénica por un periodo aproximado de 10 dias, y después de la metamorfosis las
larvas se asientan para convertirse en organismos bentdnicos (Poutiers, 1995). Durante los
primeros meses en el fondo marino A. maura tienen su fase de mayor crecimiento corporal
(Ricker, 1979), en especial en esta especie, ya que durante la fase planctdnica no desarrolla
el érgano de sujecion llamado “biso” (Coronel, 1981), derivando su energia a la formacion de
concha y dérganos internos. Ya como organismo bentdnico forma el biso y la trama en su

concha que le permite mayor sujecion al fondo del mar (Barnes, 1977).


https://www.pharmamar.com/es/
http://www.cancer.org/espanol/servicios/tratamientosyefectossecundarios/quimioterapia/fragmentado/principios-de-la-quimioterapia-analisis-exhaustivo-de-las-tecnicas-y-su-papel-en-el-tratamiento-contra-el-cancer-types-of-chemo-drugs
http://www.cancer.org/espanol/servicios/tratamientosyefectossecundarios/quimioterapia/fragmentado/principios-de-la-quimioterapia-analisis-exhaustivo-de-las-tecnicas-y-su-papel-en-el-tratamiento-contra-el-cancer-types-of-chemo-drugs
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Atrina maura presenta un musculo aductor posterior de gran tamafio localizado
aproximadamente en la parte central de la concha, asi como un musculo aductor anterior
mas pequefio ubicado en el vértice umbonal (Fig. 2B); existen otros dos pares de musculos
gue ayudan al movimiento de las valvas: los musculos retractores podales posteriores y los
retractores podales anteriores, éstos, junto con el pie son los que realizan la funcién de
excavacién y motilidad del organismo. En la cavidad biségena, en la regién basal posterior

del pie se encuentra el biso, que es de color marrén-dorado.

Concha
. Margen del manto

Canal del desecho

Septo del manto

Organo paleal

Corazon

¥~ Misculo aductor posterior

. - Pedal retractor posterior
Musculos paleales

— Estilo cristalino
Retractor paleal dorsal
Glandula gastrica
Boca

Retractor paleal ventral

Ano

5\ Branquia —— v y )
5 i A Musculo aductor anterior
Nefridio —— A
\ / // — Glanduia digestiva
' Organo reproductivo =27 s

Saco del estilo _/ :
Estomago —
Biso —

Pie

Figura 2. A) Concha de Atrina maura; B) Anatomia interna de A. maura (imagen tomada y
editada de Coronel, 1981).

Las partes blandas de A. maura estan ubicadas entre ambos musculos aductores y al
sobrepasar esta area se encuentran los lobulos del manto y las branquias alargadas o
ctenidios, mismos que se extienden hacia la regiéon posterior y sobrepasan el musculo
aductor posterior. En esta especie no tiene sifones verdaderos, aunque la cavidad de manto
esta dividida por un septo que forma la cdmara excurrente y la cdmara incurrente (Coronel,

1981).

Atrina maura se distribuye naturalmente desde Baja California (incluyendo el Golfo de
California), hasta el sur de Peru. Se encuentran desde el nivel de marea baja hasta unos 15 m
de profundidad (Soria, 1989). Vive semi-enterrada en diferentes tipos de sustratos blandos,
gue pueden contener raices de mangle, rizomas de fanerégamas, pequefias gravas y granos

de arena a los que se fijan con el biso. En fondos fangosos seleccionan particulas pequeiias
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de unos pocos milimetros, a las que fijan unos pocos filamentos, multiplicando de esta forma

los puntos de anclaje al sustrato (Garcia-March, 2005).

Las hachas se alimentan filtrando material particulado (seston) que se precipita en la
columna de agua; picofitoplancton (<2um), microzooplancton (Safi et al. 2007), siendo el
fitoplancton (2-270um) su principal fuente de nutricion. Sin embargo, el seston incluye
también particulas orgdnicas e inorgdnicas, que componen el detrito y que contribuyen en la

alimentacion de los organismos filtradores (Kennedy et al., 2001; Garcia-March, 2005).

La temperatura 6ptima de maduracién de A. maura, en condiciones de laboratorio es de 20
°C con una fase maxima de madurez de 30 dias (Rodriguez-Jaramillo et al., 2001). A esta
temperatura y tiempo de induccién encontraron mayores tallas de ovocitos maduros y
ausencia de ovocitos atrésicos. La temperatura éptima para el crecimiento en juveniles de
1.3-3.3 cm de longitud es de 29°C (Leyva-Valencia, 1999). En Ensenada de La Paz, el ciclo
reproductivo de A. maura incluye tres etapas de desarrollo y un proceso de reabsorcidn de
gametos, que estan ciclicamente relacionados y conducen a dos rutas dependientes del
medio ambiente, aparentemente mediados por la temperatura del mar. La temperatura del
agua la Ensenada de La Paz tiene una variacidn estacional que vara de 21-24°C en diciembre
a 25-31°C de julio a noviembre. Las hembras maduran de diciembre a julio con abundancia
maxima en enero y febrero (>80%); el desove generalmente ocurre de febrero a julio y la
reabsorcién de gametos se produce a partir de mayo y julio (Camacho-Mondragén et al.,
2012). En los machos se observa el desove con diferentes grados de maduracién durante
todo el aifio y también presentan reabsorcién de gametos en los mismos periodos, con un

pico en noviembre (70%) (Camacho-Mondragén et al., 2012).

En el noroeste de México existen mds de treinta especies comestibles de bivalvos de la
familia Pinnidae; sin embargo, de manera regular sdélo se explotan diez de éstas (DOF, 2018)
dentro de las que se encuentran las hachas: Atrina maura, A. tuberculosa y Pinna rugosa.
Estos organismos se extraen desde la década de 1950 de manera artesanal como parte de la
pesca riberefia en Baja California Sur. De acuerdo con la Carta Nacional Pesquera del 2017, la
demanda del callo de hacha ha aumentado y el Estado de Baja California Sur es el estado con
mayor produccion de callo de hacha china produciendo el 42% de la captura total nacional

de esta especie (Diario Oficial de la Federacidn, 2018). El hacha (A. maura), es la mas
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apreciada debido a que el musculo aductor presenta una textura mas firme comparada con
otras hachas y llega a pesar hasta 60 gramos. Estas caracteristicas le confieren una mayor
aceptacion en el mercado y se cotiza hasta en $650 pesos el kilo (NOS, 2018). En Baja
California Sur la captura de hacha china presentd tendencia positiva hasta 2009 con el
registro histdrico de casi 400 t por afio. En 2016 fue el afio con menor registro de cerca de 50

t (Fig. 3) (Diario Oficial de la Federacion, 2018).

Capturas, 2000- 2016
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Figura 3. Captura en peso de callo de hacha Atrina maura, de las tres entidades con mayor
produccién (Tomada de Diario Oficial de la Federacién, 2018).

La reglamentacién federal estipula una talla minima de captura de 14 cm de ancho para A.
maura, el tiempo de veda se encuentra en proceso de investigacidén y la cuota de captura
anual varia de acuerdo con la zona de pesca y banco, con una tasa de aprovechamiento de
20-25% del tamafo de la poblacién mayor a la talla minima de captura (Diario Oficial de la

Federacioén, 2018).

En la Ensenada de La Paz existen bancos naturales de Atrina maura, A. tuberculosa y Pinna
rugosa, los cuales fueron explotados sin ninguna regulacién en las Ultimas décadas. Sin
embargo, desde el 2011 se realizé una evaluacién del valor del stock, con la finalidad de
pedir una concesidn de pesca a la Comisidn Nacional de Acuacultura y Pesca (CONAPESCA).
Esta evaluacién estimé una abundancia poblacional media de 100,561 organismos (juveniles
de 2 cm de largo a adultos de 27 cm de largo). Para 2013, se estimé mas de un millén de
organismos en 176 ha (aproximadamente 200 toneladas peso vivo), cubriendo un rango de
tallas desde 2 a 30 cm de largo de concha. Este incremento poblacional elevd el valor del
stock local de $401,491.20 pesos a $4,881,014 de pesos. Para 2014, pese al paso del huracan

Odile en septiembre de 2014, la poblacidn total estimada se mantuvo ligeramente arriba de
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la registrada en el 2013. Con esta informacidn, se cred un modelo de crecimiento de tamafio
poblacional expresado en nimero de organismos, para dos de las especies mds abundantes:
Atrina maura (hacha china) y Pinna rugosa (hacha larga), en el cual estimaron un
crecimiento exponencial (Fig. 4), enfatizando que el comportamiento del crecimiento de la
poblacion se tendria que monitorear (NOS, 2015). Sin embargo, estas estimaciones deberian
tratarse con cautela debido a que no se determina los estadisticos utilizados para la

obtencidén de este tamafo poblacional.
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Figura 4. Modelo de crecimiento poblacional. — = Proyeccion de crecimiento de tamaiio
poblacional e = Valores estimados de la poblacién a partir de los monitoreos no extractivos
gue se han realizado con los pescadores de OPRE (NQOS, 2015).

Actualmente, el Instituto Nacional de Pesca y Acuacultura (INAPESCA) otorgd una concesion
de pesca a la cooperativa de pescadores “Organizacién de Pescadores Rescatando la
Ensenada” (OPRE) para esta zona por 20 afios, que va de julio del 2017 a julio del 2037 en un
area aproximada de 24 km?, gue abarca cuatro bancos principales de hachas: 1) El Mogote,
2) Punta el Mogote, 3) Malvinas y 4) y zona frente a CICIMAR (Fig. 5). La temporada de pesca

estipulada para A. maura va de julio hasta la segunda semana de octubre (NOS, 2018).

En 2015 se observd en los bancos de la Ensenada de La Paz la presencia de una ascidia
colonial (presumiblemente Distaplia stylifera) que requiere de un sustrato firme para llevar a
cabo su desarrollo, asentada sobre las valvas de A. maura. En este estudio se pretende

estudiar el efecto que esta ascidia ejerce sobre la poblacién de A. maura.
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Figura 5. Zona sombreada es el drea de concesion a OPRE para la pesca y zona azul: bancos
naturales de hachas en La Ensenada de La Paz.
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3. JUSTIFICACION

La poblacién natural de Atrina maura (hacha china) representa un ingreso econémicamente
relevante para los pescadores de la comunidad local de El Manglito de La Paz, BCS. Ante el
crecimiento repentino de la ascidia, se ha visto afectada la poblacién de hachas en la
ensenada, y por ende ha afectado econdmicamente a los pescadores de la comunidad. Por
ello, es importante conocer los factores que pudieron favorecer este crecimiento repentino
y subsecuente mortalidad masiva de la poblacién de A. maura. La comprension del proceso
de cobertura de ascidias y la mortalidad del hacha ayudara a prevenir o mitigar tales eventos
econdmicamente catastroéficos en el futuro y sugerird mejoras o estrategias alternativas para

controlar las poblaciones de ascidias en los bancos de moluscos de origen natural.

En la presente tesis doctoral se investigd cudles fueron los principales factores que
favorecieron la rdpida expansion de la poblacién de ascidias en la Ensenada de la Paz.
También se investigard las posibles razones detrds de un evento de mortalidad masiva en la

poblacién de A. maura de la Ensenada de La Paz.
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4. HIPOTESIS

1)

2)

3)

La especie de ascidia que causo la mortalidad masiva de Atrina maura es Distaplia
stylifera inferida mediate comparacién morfoldgica y molecular y que es una especie

exdtica invasora para la regién de la Ensenada de La Paz.

La segunda hipdtesis nula se construyd indicando que cinco variables ambientales
(temperatura superficial del mar, salinidad, concentraciéon de oxigeno disuelto, pH
concentracion superficial de clorofila-a) favorecieron el rdpido crecimiento
poblacional de la ascidia; la hipdtesis alternativa fue que la disponibilidad de sustrato
sélido, medido como densidad de A. maura, favorecid el rdpido crecimiento de la

poblacién de ascidias en la Ensenada de La Paz, BCS, México.

La tercera hipodtesis explorada se construyd indicando que el evento masivo de
mortalidad de A. maura en la Ensenada de La Paz fue el resultado de condiciones
ambientales no favorables (temperatura superficial del mar, salinidad, oxigeno
disuelto, pH concentracién de clorofila-a en la superficie del mar) a la sobrevivencia
de A. maura; la hipdtesis alternativa fue que la fijacién de la ascidia sobre el hacha
(medido como porcentaje del area cubierta) fue el causante directo del evento de

mortalidad.
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5. OBIJETIVOS

5.1 Objetivo general

Analizar el efecto del asentamiento de la ascidia sobre la poblacién de Atrina maura

(Sowerby, 1835) en la Ensenada de la Paz, BCS, México durante los afios 2015-2019.

5.2 Objetivos particulares

1. Identificar la ascidia que se encuentra como epibionte sobre las hachas de Atrina

maura en la Ensenada de la Paz, BCS, México durante los aflos 2015-2019.

2. Determinar las posibles causas que favorecieron el crecimiento abrupto de la ascidia
sobre la poblacion de Atrina maura en la Ensenada de La Paz considerando cinco
variables ambientales (temperatura superficial del mar, salinidad, oxigeno disuelto,
pH concentracién superficial de clorofila-a) y una bidtica (disponibilidad de sustrato

solido medido como densidad de A. maura).

3. lIdentificar las causas probables asociadas con la mortalidad masiva de Atrina maura

durante el verano de 2016 y 2017 en la Ensenada de La Paz, BCS.

4. Estimar los cambios en la densidad poblacional de Atrina maura antes, durante y

después del evento de invasién masivo de la ascidia.


http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=507064
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Area de estudio

La Bahia de La Paz, se encuentra al sureste de Baja California Sur y se localiza al sur de la
Bahia de La Paz entre las latitudes 24°07’ y 24°80’N y los meridianos -110°17’ y -110°70’. Est3
limitada al sur y oeste por la peninsula de Baja California; tiene unas dimensiones
aproximadas de 80 km de largo y 35 km de ancho, separada del golfo por una peninsula
estrecha, proyectada hacia el norte y el complejo insular Espiritu Santo-La Partida. La
conexidn con el Golfo de California ocurre en el norte, que va de la punta norte de Isla
Partida hasta punta Coyote; y del lado este mediante el Canal San Lorenzo (Fig. 6A). La bahia
presenta un gradiente batimétrico con profundidades al sur entre 10-100 m, y hasta 450 m

en la Cuenca Alfonso localiza en la parte norte de la bahia (Obeso-Nieblas et al., 2008).

La Ensenada de La Paz se encuentra separada de la Bahia de La Paz por El Mogote, una barra
arenosa con una longitud de 12 km aproximadamente y una anchura variable que van entre
0.4 a 2.8 km (Cruz-Orozco et al., 1989). La Ensenada presenta una superficie de 45 km?
aproximadamente y con profundidad mdxima de 10 m a lo largo del canal. La Ensenada de La
Paz estd comunicada con la Bahia de La Paz por un canal de aproximadamente 1 km de
ancho y cuatro de largo (Fig. 6C). El fondo de la ensenada varia de arenoso a fangoso-limoso
(Espinoza, 1977). La regidn presenta un clima semidesértico con lluvias principalmente en
verano BW(h’)hw(x’), con una evaporaciéon anual de 215 mm, humedad relativa variada
entre 60-70% y precipitacion de 180 mm. La temperatura cercana al suelo varia de
aproximadamente 20°C en invierno a 40°C durante la segunda mitad del verano y a

principios del otofio (Obeso-Nieblas et al., 2008).

6.2. Identificacion taxondmica de la ascidia

Se realizd la identificacién morfoldgica de las ascidias recolectados en varios sitios de la
Ensenada de La Paz (2015) y en el Hotel Marea (24° 09' N, -110° 20" W) (2017). Los
ejemplares fueron relajados con cristales de mentol; posteriormente, fueron fijados vy
preservados en formol al 5%; y finalmente se realizararon las observaciones al

estereoscopio.



17
Para la identificacion molecular se recolectaron ejemplares de las tres coloraciones
presentes (anaranjado, blanco y morado), los cuales se extrajeron en la playa frente al hotel
Marea (24° 09' N, -110° 20' W) (2017). Las colonias se recolectaron con una distancia >2 m
entre cada una, para asegurar que no se extrajeran clones de la misma colonia. Los

organismos fueron fijados en alcohol no desnaturalizado al 96%.

6.2.1. Identificacién morfoldgica

Se removid la tunica para poder extraer los zooides (30 zooides en promedio por cada
colonia) y se les agregd dos gotas de hematoxilina para tefir los nucleos de las células para
mejorar la observacién de los caracteres internos y externos. La identificacién del género se
realizé utilizando la clave mundial de familias y géneros de Rocha et al. (2012). Para la
identificacion taxondmica a nivel de especie se utilizé la descripcidn original de (Kowalevsky,
1874) y re-descripciones posteriores de Distaplia stylifera (Van Name, 1945; Tokioka, 1955;
Millar, 1975; Monniot, 1988; Kott, 1990; Monniot y Monniot, 2001; Kott,2002).

6.2.2. Identificacion molecular

Una vez retirados los zooides de la tunica, se procedid a extraer el intestino y estdmago para
minimizar la contaminacién molecular por alimento como fitoplancton y zooplancton. El
ADN gendmico del térax y las génadas (~0.5 cm’®) se extrajo utilizando el kit Qiagen DNeasy
Blood & Tissue siguiendo el protocolo del fabricante (Qiagen, Valencia, CA). Se amplificaron
fragmentos del gen mitocondrial del citocromo oxidasa | (Cox1). Se probaron diferentes
primers enumerados en la Tabla |. Se utilizd una estrategia de reaccién en cadena de la
polimerasa anidada (PCR) con algunos primers, siguiendo la metodologia descrita en Salonna
et al. (2021). En este caso, se realizd una primera amplificacion con el par del primer
dinF/Nux1R, y luego se utilizé una dilucién 1:100 del producto PCR como plantilla de la
segunda PCR con el par de primer catlF/ux1R. La amplificacion por PCR se realizdé en un
volumen de reaccién total de 20 pl con 2.5 mM MgCl,, 0.3 mM dNTPs, 1X buffer, 0.3 uM de
cada primer y 0.16 U de ADN polimerasa Taq (Invitrogen, Inc., Carlsbad, CA). El programa de
ciclos del PCR consistié en un paso inicial de desnaturalizacion a 95 °C durante 5 min, 35
ciclos de amplificacion (desnaturalizacion a 95°C durante 1 min, mufla a 43°C durante 1 min

y extension a 72°C durante 1 min), y una extensién final a 72°C durante 5 min. Los productos
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de PCR positivos fueron purificados y secuenciados por Macrogen Inc. en ambas bandas. Las
secuencias fueron ensambladas y editadas en el software Geneious Prime (Kearse et al.,
2012). Las secuencias Cox1 obtenidas fueron luego comparadas con secuencias depositadas
publicamente la base de datos GenBank usando una Herramienta Basica de Busqueda de
Alineacién Local (BLAST; https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Morgulis et al., 2008) para

evaluar la identidad de cada secuencia.

Tabla I. Lista de primers utilizados para amplificar el gen Cox1 de ejemplares de Distaplia
colectados durante 2017 y 2021 en Ensenada de La Paz.

Primer Secuencia (5'- 3') Primer Secuencia (5'- 3') Reference
GGTCAACAAATCATAAAGA TAAACTTCAGGGTGACC Folmer et al.,
LCO1490 TATTGG HCO2198 AAAAAATCA 1994
TCGACTAATCATAAAGATA AACTTGTATTTAAATTA Stefaniak et
Tun-F TTAG Tun-R2 CGATC al., 2009
CGTTGRTTTATRTCTACWA GCA GTA AAA TAW Brunetti et al.,
dinF ATCATAARGA Nux1R GCT CGRGARTC 2017
ATRTCTACWAATCATAARG Salona et al.,
catlF ATATTRG 2021
ATAAGCTCGWGAATCHAC lannelli et al.,
ux1R ATC 2007
TCIACWAAYCATAAAGATA TAMACYTCWGGRTGICY Xavier Turén
XT-F TTRG XT-R RAARAAYCA (unpublished)

6.3. Monitoreo espacial de Atrina maura y la ascidia Distaplia cf. stylifera

Para determinar la abundancia y estructura de cada una de las especies de interés, se contd
con una base de datos proporcionada por Noroeste Sustentable A.C. (NOS,
http://www.nos.org.mx/wp/) y la Organizacion de Pescadores al Rescate de la Ensenada
(OPRE, http://www.nos.org.mx/wp/restauracion-de-recursos-pesqueros/). Ellos realizaron
monitoreos anuales durante Nov-Dic (otofio) de 2015, 2016 y 2017 en la zona intermareal.
Se realizaron monitoreos piloto durante Nov-Dic de 2012, 2013 y 2014, pero el tamaiio de
muestra fue considerablemente menor (datos no utilizados en este trabajo) pero fueron

suficientes para inferir la ausencia de Distaplia cf. stylifera. La presencia de D. cf. stylifera se


http://www.nos.org.mx/wp/restauracion-de-recursos-pesqueros/
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detectd por primera vez en junio (verano) de 2015, y se realizd un monitoreo especial para

evaluar el estado de los bancos de hacha A. maura.

La abundancia de A. maura y cobertura de D. cf. stylifera se registraron en 180 sitios de
muestreo en 2015, 96 sitios en el verano de 2016, 173 sitios en otoino de 2016 y 166 sitios de
muestreo en otofio de 2017 dentro de una malla comun (Fig. 6¢). Cada sitio de muestreo
cubre 10,000 m” y el muestreo se realizé de la siguiente manera: Se trazé una linea de 100
metros que dividié el sitio en dos porciones iguales; de esta linea se tendieron diez
transectos perpendiculares de 50 m de largo alternando lados (Fig. 6d). A lo largo de cada
transecto, se realizaron 25 cuadrantes de 1 m? para contar los individuos de A. maura
vivos/muertos y el area de cobertura (%) de D. cf. stylifera resultando en 250 observaciones
por sitio de muestreo (Fig. 6d). La densidad de A. maura por sitio de muestreo se estimoé
como la suma de todas las hachas encontradas en los 250 cuadrantes y se representa como
inds./250 m%. El drea de cobertura de D. cf. stylifera se estimé como el promedio de la

proporcién de individuos de hachas cubiertas dentro del sitio de muestreo.

Durante los monitoreos se detectaron zonas donde la cobertura de ascidia era tan alta que
formaba tapetes extensos sobre los bancos A. maura. Debido a esto y que podria verse
afectado el recurso pesquero (callo de hacha) una vez realizados los conteos en algunas de
estas zonas, se removid la ascidia que se encontraba sobre las valvas de A. maura. La
remocion de las ascidias se llevé a cabo manualmente en un area de 0.165 km? durante Sep-
Nov de 2016 (que incluyd tres sitios de muestreo y se eliminaron 34.7 t de ascidias) y en
0.708 km? durante ene-mar de 2017 (incluidos 12 sitios de muestreo y removid 142.3 t de
ascidias. La cobertura considerablemente alta de D. cf. stylifera (> 60%) en un sitio de
muestreo probablemente resultéd en una subestimacién de la densidad de A. maura viva y
muerta en ese sitio durante la prospeccién de verano de 2016. Los bancos hachas fueron

protegidos con una politica de no extraccidon durante el periodo estudiado (2012 a 2017).
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Figura 6. A) Bahia y Ensenada de La Paz, Baja California Sur, México. B) Ambos cuerpos de
agua estan ubicados en la costa suroeste del Golfo de California, México. C) Area de
concesién a pescadores para la proteccion y eventual aprovechamiento de Atrina maura que
muestra siete muelles cercanos en la ciudad de La Paz, que podrian ser fuentes potenciales
de dispersion de tunicados [FONATUR (Fidepaz) (24 ° 07'29 "N, -110 ° 20 '47 "0O), del Palmar
(24 °09'10" N, -110 ° 19'41 "W), Abaroa (24 ° 09'15" N, -110 ° 19'39 "W), La Paz ( 24 ° 09'21
"N, -110 ° 19'35" W), Cortéz (24 ° 09'21 "N, -110 ° 19'27" W), Palmira (24 ° 10'58 "N, -110 °
18'09 "W) y Costa Baja (24 ° 13'07" N, -110 ° 18'12 "W)]. D) Representacion del método de



21

muestreo de 2015 a 2017 para estimar la densidad de A. maura y area de cobertura de
Distaplia f. stylifera (modificado de NOS, 2015). Los rectangulos muestran las areas de
eliminacién de tunicados durante sep-nov de 2016 y ene-mar de 2017.

6.4. Variables ambientales obtenidas por satélite Landsat 8 OLI/TIRS C1 Level-1

Las cinco variables ambientales concentracion de oxigeno disuelto (OD), pH, salinidad
superficial del mar (Sal), temperatura superficial del mar (SST) y concentracion superficial de
clorofila-a (Chl-a) fueron obtenidas de la plataforma US Geological Survey (USGS, https:
//www.usgs.gov) utilizando el satélite Landsat 8 OLI/TIRS C1 Level-1. Las imagenes se
tomaron desde el 12 mayo del 2013 al 4 de diciembre del 2018 en la escena
LCO8 L1TP_034043; en total se utilizaron 98 imagenes. Las imagenes Landsat 8—level 1,
consisten en una serie cuantificada, calibrada y escalada de niveles digitales (ND) que
representan los datos de una imagen multiespectral adquirida por dos sensores: 1)
Operational Land Imager (OLI) con nueve bandas espectrales (todas las bandas tienen una
resolucién espacial de 30 m, excepto la banda pancromatica 8 con una resolucién espacial
de 15 m); y 2) Thermal Infrared Sensor (TIRS) con dos bandas espectrales (bandas 10 y 11
con resolucién espacial de 100 m) (Tabla Il). Los datos de las bandas del sensor TIRS y OLI
estan derivados en 16 bits en formato no cifrado y pueden ser convertidos a los valores de
reflectancia y radiancia en el techo de la atmosfera (TOA) mediante ecuaciones provistas en
el manual de USGS (2018) y usando los coeficientes de escala de reflectancia proporcionados
en el archivo de metadatos (txt). Las imagenes fueron procesadas con el software QGIS
Desktop versién 3.18.1, en donde también se realizd un corte a la escena para abarcar

Unicamente el area de estudio.
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Tabla Il. Longitud de onda espectral y resolucién espacial de las bandas del satélite Landsat
8.

Banda Longitud de Resolucion

onda (um) espacial (m)
BO1 (Costero) 0.4350.451 30
BO2 (Azul) 0.452-0.512 30
BO3 (Verde) 0.533-0.590 30
BO4 (Rojo) 0.636-0.673 30
BO5 (Infrarrojo cercano) 0.851-0.879 30
BO6 (SWIR-1) 1.566-1.651 30
BO7 (SWIR-2) 2.107-2.294 30
B0O8 (Pancromatico) 0.503-0.676 15
BO9 (nubes) 1.363-1.384 30
B10 (TIR-1) 10.60-11.19 30
B11 (TIR-2) 11.50-12.51 30

6.4.1. Procesamiento de imagenes del satélite Operational Land Imager (OLI)

Para el tratamiento de las imdgenes fue necesario convertir los valores iniciales a valores de
reflectancia en el techo de la atmosfera (TOA) para cada banda (banda 1-9) y aplicar los
datos en la siguiente ecuacién (Zanter, 2018):
pA = Mp * Qcal + A (1)
Donde:
pA’ = Valor de reflectancia planetaria en el techo de la atmosfera (TOA) sin correccién por
angulo solar.
M, = Factor de escala multiplicativa de reflectancia para la banda n, donde n es el numero de
banda (valor obtenido de metadatos).
A, = Factor de escala aditiva de reflectancia para la banda n, donde n es el numero de banda
(valor obtenido de metadatos).

Qa1 = Valor de pixel de nivel 1 en ND (nUmeros digitales).

Debido a que el calculo de la reflectancia real de una cobertura captada por un sensor
espacial estd condicionado al comportamiento de la atmdsfera, asi como del angulo de
observacion, es necesario realizar una correccién en TOA (pA’), mediante la siguiente

ecuacioén (Zanter, 2018):

_ pA’ _ pA’
" cos(8sz)  sen (Ose)

pA (2)
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Donde:

pA = Corresponde a la reflectancia en el techo de la atmosfera, con correcciéon por dangulo
solar.

Bse = Angulo de elevacidn solar (valor obtenido de metadatos).

Osz = Angulo solar zenith local; 857 = 90° — B se.
6.4.2. Procesamiento de imagenes del sensor Thermal Infrared Sensor (TIRS)

Se utilizaron las bandas 10 y 11 de TIRS, que pueden ser convertidas de radiancia espectral a
temperatura de brillo en grados Kelvin (K) para lo cual se requirié obtener la TOA para cada
banda y aplicar los datos en la siguiente ecuacion (Zanter, 2018):
L& = ML * Qcal + AL (3)
Donde:
LA = Valor de radiancia espectral en el techo de la atmosfera (Watts/(m? *sr *um)).
M, = Factor de escala multiplicativa de radiancia para la banda n, donde n es el nimero de
banda (valor obtenido de metadatos).
A_ = Factor de escala aditiva de radiancia para la banda n, donde n es el nimero de banda
(valor obtenido de metadatos).
Qca = Valor de pixel de nivel 1 en ND.

Ya obtenido el valor de la TOA(LA), se utilizé la siguiente ecuacidn (Zanter, 2018):
K2

In (% + 1)

T =

(4)

Donde:

T = Temperatura de brillo aparente en grados kelvin (K).

LA = Corresponde a la radiancia en el techo de la atmosfera (Watts/(m? * sr* pum)).

K1 = Constante de conversion K1 especifica para cada banda n, donde n es el nimero de
banda (valor obtenido de metadatos.

K, = Constante de conversion K2 especifica para cada banda n, donde n es el niumero de

banda (valor obtenido de metadatos.

Debido a que los valores que arroja son en grados kelvin fue necesario realizar la conversién

a grados Celsius (°C). Después de realizar las correcciones a las 98 imagenes y considerando
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gue en ocasiones solo fue posible la obtencidon de una imagen por mes, debido a presencia
de nubosidad en algunas imdagenes; se obtuvo un promedio de las imagenes obtenidas en

cada mes, para asi tener una imagen por mes de cada afio.

6.4.3. Obtencion de valores ambientales para la Ensenada de La Paz

Se aplicaron modelos de regresion lineal multiple previamente calibrados en el area de
estudio propuesto por Matus-Hernandez et al. (2019) (Tabla Ill). Las anomalias mensuales se
estimaron eliminando la tendencia de estacionalidad de la serie después de restar de cada
valor mensual el promedio mensual promedio estimado para toda la serie de tiempo desde

enero de 2013 hasta diciembre de 2018.

Tabla Ill. Modelos de regresion multiple utilizados para estimar variables de agua de mar:
concentracion de oxigeno disuelto, pH, salinidad, temperatura superficial del mar y
concentracion superficial de Clorofila-a de Landsat 8 en la Ensenada de La Paz, BCS. México

(de Matus-Hernandez et al., 2019).

Variable Modelo de regresiéon multiple R? Adj.
ambiental R?
Oxigeno y = 8.3-0.4(B10) + 0.3(B11) 0.580 0.572

disuelto

y = 3.5+ 106.3(B01) - 50.1(B02) - 334.4(B01%) +
PH 168(B02%)- 0.3(B10) + 0.3(B11) 0.870  0.863
. y = 36.4 - 276.6(B01) + 290.6(B02) + 106.8(B04) —
Salinidad 101.6(B05) + 949.4(B012) - 1206.9(802) 0.582 0.558
Temperatura y=2.1+3.7(B10) - 3(B11) 0.937 0.936
. log (y) =1.2 +81.7(B01) - 189.8(B02) + 99.8(B03) +

Clorofila—a 15.7(805) 0.768 0.769

6.5. GAM para explorar el efecto de la disponibilidad de sustrato y las variables

ambientales en la proporcidn de cobertura de Distaplia cf. stylifera

Para determinar los efectos probables de la densidad del hacha sobre la cobertura de D. cf.
stylifera y los probables efectos de la ascidia sobre la mortalidad del hacha, utilizamos
modelos aditivos generalizados (GAM). Estos modelos estadisticos son una extension no
paramétrica de los modelos lineales generalizados (GLM) (Yee y Mitchell, 1991) y se ajustan

a una funcién Spline cubica que resume la forma de la relacion entre las variables de control
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y la variable de respuesta. Una funcién Spline cubica es una funcién especial definida por
partes por polinomios y tiene un factor de suavizado (k), donde valores altos de k generan
una funcidon mas suave. De esta manera, los modelos GAM no necesitan definir la forma
especifica de la relacidén entre las variables dependientes e independientes, lo cual es una
caracteristica bastante conveniente ya que rara vez se conoce la forma del modelo correcto
a ajustar. Ademas, los GAM (al igual que los GLM) permiten la combinacién de una amplia
gama de tipos de datos, como datos discretos, categéricos, ordinales y continuos, normales
y no normales lo que los convierte en una herramienta estadistica predictiva altamente

poderosa y flexible (Yee y Mitchell, 1991; Hastie y Tibshirani, 1995).

Los efectos que la densidad del hacha y/o las variables ambientales (OD, pH, Salinidad, SST
y/o Chl-a) pueden haber tenido sobre la expansion (medida como cobertura) del tunicado se
explord con un GAM definido como:

1) [(proporcidn de cobertura) ~ f (sustrato disponible + OD + pH + Sal + SST + ©)

Chl- a)]

2) [(proporcién de cobertura) ~ f (sustrato disponible + A_ OD+ A _pH+ A_Sal + (6)
_SST+ A_Chl-a)]

Donde:
sustrato disponible = Densidad de A. maura viva + muerta en el verano de 2016
A_=anomalias de variables ambientales
Se explord el efecto de las variables ambientales utilizando tanto los valores observados
como sus anomalias y se utilizaron medidas de ajuste para determinar cual de ellas era mas
significativa. En ambos casos se utilizé la familia Binomial, con la funcidn logit como funcién
de enlace para la variable de sustrato, y como medida de bondad de ajuste se usd el

estimador de riesgo no sesgado (UBRE) proporcionado automaticamente por el modelo.
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6.6. GAM para explorar los efectos de la proporcion de cobertura de Distaplia cf. styliferay

variables ambientales sobre la mortalidad de Atrina maura

También se utilizaron GAM para determinar los efectos probables del tunicado y/o las
variables ambientales (y sus anomalias) sobre la mortalidad de los callos de hacha. Se
exploraron dos GAM:

1) [(Atrina maura muerta) ~ f (proporcion de cobertura por D. cf. stylifera + (7)

DO + pH + Sal + SST + Chl- a)]

2) [(Atrina maura muerta) ~ f (proporcién de cobertura por D. cf. stylifera + (8)
Anomalias de + DO + pH + Sal + SST + Chl- a)]

Donde:

Atrina maura muerta = muestreo de verano de 2016 cuya densidad no tuvo ningun efecto

del programa de eliminacion de tunicados que comenzé en septiembre de 2016.

En estos GAM se utilizé la familia de distribucidn de errores de Poisson, con la funcién “log”
como funcion de enlace y como medida de bondad de ajuste el valor de validacion cruzada
aditiva generalizada (GACV) proporcionado automaticamente por el modelo. El nivel de
suavizado (k) en los 4 modelos ajustados se restringié a un valor de cuatro para evitar el
sobreajuste (Wood, 2011). El modelado estadistico se realizd en el software R (R Core Team,

2020), utilizando el paquete “mgcv” (Wood, 2011).

6.7. Efectos en la poblacién de Atrina maura a consecuencia de la invasion de Distaplia cf.

stylifera.

Para ver el efecto de la poblacién del hacha ante la invasion de la ascidia, se realizé el calculo
de la densidad poblacional media durante los afios 2015-2017 usando el método propuesto
por Aitchinson y Brown (1957) en donde se presupone que los datos se distribuyen de
acuerdo con una distribucién lognormal que contiene ceros (por lo que no puede aplicarse el
LN a todos los valores). En este caso se usd una distribucién Delta (A). Pennington (1996)
maneja tres casos para la estimacion insesgada de la media (c) y varianza (d) de la
distribucidn Delta (A). Para este estudio se utilizd la condicién donde m > 1. La ecuacidn se

define como:
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Zexp(P) gm(s?/2),  m>1 ©)
Cc = X1 m=
n)
0, m =
y
R e P = ST
—exp(2Y) 1gm(2s 1)\ 757)p ™
d =1 x?
| — m=1
n
kO, m=20
Donde:

cy d son las estimaciones insesgadas de la media y la varianza de la distribucion A.

n = numero de observaciones

m = nimero de observaciones distintos de cero

y =In(x)

— 2 . . . .

yys® =son la media muestral y varianza de las observaciones distintos de cero

gm(t) = es una funcién de my t (e.g. t = s°/2) como se muestra en la siguiente ecuacion:

g (t)=1+m_1t+§: (m = DY xt—j (11)
m m jzsz(m+ Dm+3)..(m+2j—-3)"

La varianza minima del estimador de la media (vares(c)) esta dada por:

P - ()on (B2, mo

var,(c) =< ;x4\ 2
est() (;1)‘ m=1
0, m=20

Debido que éstos son estimadores para la distribucidn Delta, que requiere que los datos
sean lognormales, se realizaron pruebas de log-normalidad mediante el estadistico
Anderson-Darling. Esta prueba es empleada para evaluar si una muestra de datos proviene
de una poblacién con una distribucién especifica (en este caso log-normal). Esta prueba es

una modificacién de la prueba Kolmogorov-Smirnov, que mide el area entre la linea
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ajustada, basada en la distribucién log-normal y la funcién de distribucion empirica que se
basa en los puntos de los datos. El estadistico de Anderson-Darling es una distancia elevada
al cuadrado que tiene mayor ponderacion en las colas de la distribucidon (Jensen y Alexander,

2016).

Las hipotesis de la prueba de Anderson-Darling son:

e Ho: Los datos siguen una distribucién log-normal
e Hj: Los datos no siguen una distribucién log-normal

El estadistico de Anderson-Darling (A%) esta dado por la siguiente ecuacion.

A> = —N-S
Donde: (13)
N = ndmero total de datos
S = estd dada por la Ecuacion 10:
N
5= Z CD nFe) —In(t - F-)] (09
i=1

Donde:
N = ndmero total de datos

F= es la distribucién acumulada de la distribucién que se esta evaluando

Las pruebas estadisticas se realizaron para muestras de 2015 al 2017 tanto de organismos
vivos y muertos de A. maura utilizado un valor critico de 0.752 que corresponde a un a =

0.05. También se realiz6 una prueba alterna con el software Minitab“ 19 (Minitab LLC, 2022).


http://portal.amelica.org/ameli/journal/341/3412237018/html/#redalyc_3412237018_ref20
http://portal.amelica.org/ameli/journal/341/3412237018/html/#redalyc_3412237018_ref20
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7. RESULTADOS

7.1. Identificacion taxonomica de la ascidia encontrada en la Ensenada de La Paz

Se considera que los organismos revisados presentan caracteristicas morfoldgicas propias de
Distaplia stylifera; pero existen caracteristicas morfolégicas y moleculares que se
consideraron importantes para determinar de manera precautoria en espera de contar con
evidencia irrefutable a los ejemplares recolectados en la Ensenada de La Paz como Distaplia

cf. stylifera, de la cual se realizd la redescripcion interna y externa completa.

7.1.1. Identificacion morfoldgica

Distaplia stylifera (Kowalevsky, 1874)
Figuras 7-9
Reino Animalia
Phylum Chordata Haeckel, 1874
Subphylum Tunicata Lamarck, 1816
Clase Ascidiacea Blainville, 1824
Orden Aplousobranchia Lahille, 1886
Famila Holozoidae Berrill, 1950
Género Distaplia Della Valle, 1881
Especie stylifera (Kowalevsky, 1874)
Didemnum stylifera. — Kowalevsky, 1874 (descripcion original)
Didemnium stylifera. — Kowalevsky, 1874
Didemnum styliferum. — Kowalevsky, 1874, 443 p., pl. 30, figs. 1-16.
Distaplia bursata. — Van Name, 1930, 456 p., fig. 31.
Holozoa bursata. — Van Name, 1921, 366-368 p. figs. 44-47
Distaplia stylifera. — Hartmeyer, 1919, 135 p; Michaelsen, 1930, 502p.; Van Name,
1945, 147 p., fig. 71.

MATERIAL EXAMINADO. BBMD-DIS-001. La Paz, Ensenada de La Paz: dos colonias
(moradas) sobre valva de Atrina maura y tubo de PVC, 1-3 m, 03/12/2017: BBMD-DIS—-002.
La Paz, Ensenada de La Paz: dos colonias (blancas) sobre valva de Atrina maura y boya, 1-3

m, 03/12/2017. BBMD-DIS—-003. La Paz, Ensenada de La Paz: tres colonias (anaranjadas)



30
sobre valva de Atrina maura, cuerda y boya, 1-3 m, 03/12/2017: BBMD-DIS-004. La Paz,
Ensenada de La Paz tres colonias (anaranjadas) sobre muelle de madera, 0.5 m, 19/6/2021:
BBMD-DIS-005. La Paz, Ensenada de La Paz tres colonias (moradas) sobre muelle de
madera, 0.5 m, 19/6/2021: BBMD-DIS-004. La Paz, Ensenada de La Paz tres colonias
(blancas) sobre muelle de madera, 0.5 m, 19/6/2021.

Diagnosis: Los zooides miden entre 3.5-4 mm de longitud total. Tienen un sifén oral apical
con 6 lébulos y con 16 tentdculos orales simples de 3 tamaios. Presentan 4 hileras de
estigmas parastigmaticos con 14-16 estigmas por hilera. El estémago es ovoide vy liso
externamente sin pliegues internos, y la parte final del eséfago presenta una ligera
torcedura, la glandula pildrica, que une al intestino con el estémago. Las génadas estan
ubicadas en un saco debajo del intestino, con dos oocitos y de 3 a 7 foliculos masculinos y el

ovario en posicion posterior a los testiculos.

Organismo vivo: Colonia con forma de hongo. Tunica color anaranjado, morado o blanco.
Las cabezas no comparten tunica, los zooides forman sistemas irregulares con una cloaca
comun en el centro, faciimente distinguida por una pigmentacion blanca, que une sifones y

cloacas mediante lineas ramificadas (Fig. 7A-D).

Morfologia externa: con 9.5 cm de extension y 6.5 cm de grosor. La tunica es lisa, con un
tono anaranjado, blanco o morado. La colonia consiste en 8-12 cabezas, todas unidas en la
parte basal. Generalmente un sistema en cada cabeza, cada sistema conformado por 12-14

zooides; la cloaca suele ser circular y algunas veces ovalada, con una pigmentacién blanca.

Zooide: 3.5-4 mm de longitud total. Regién del térax con 2.2-2.6 mm de longitud y abdomen
con 1.3-1.4 mm de longitud. Sifén oral apical de 0.33 mm de longitud y 0.44 mm de ancho y
presenta seis l6bulos redondos; la parte dorsal del siféon oral es mas larga (Fig. 8A); sifon
atrial abarcando la segunda y tercera hileras de estigmas (Fig. 8B). Ambos sifones sin esfinter
y sin presencia de velo. Lenglieta atrial ancha con 0.5-0.8 mm de longitud y la punta puede
ser puntiaguda o trifurcada, ésta ultima mas frecuente. Pared del cuerpo opaco transltcido

(Fig. 8A-C).
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Musculatura: Musculos circulares en ambos sifones y longitudinales en el siféon oral.
Lengleta atrial con 18-20 musculos transversales. Térax con musculos longitudinales cerca
de la lenglieta y abertura atrial y transversales en el resto del térax; en la parte final del
térax los musculos se vuelven oblicuos. Una pequefia franja de musculos longitudinales llega

al final del abdomen.

Region del térax: Tdorax con 16 tentaculos orales simples de tres tamafios, unidos por una
membrana. Surco prebranquial simple liso. Abertura del tubérculo dorsal con forma circular
muy pequeia; area peritubercular formando una V. Ldmina dorsal con tres lenglietas
desplazadas a la izquierda. Faringe con cuatro hileras de estigmas y 14-16 estigmas a cada

lado; estigmas rectos longitudinales, con vasos parastigmaticos que los atraviesan.

Tubo digestivo: Eséfago del mismo tamano que el estdmago, con una ligera torcedura.
Estdmago ubicado en la parte posterior del abdomen (Fig. 8D; 9A); con forma de “riidén”, se
logra ver un poco de ornamentacion en la superficie (Fig. 8E), con 0.44 mm de longitud.
Duodeno corto, intestino medio presente después del estémago. Glandula pilérica ubicada
entre el estdmago e intestino, tubos piléricos rectos que se extienden sobre la pared del
intestino. Ano bilobulado ubicado entre la 3° y 4° hilera de estigmas, al inicio de la abertura

atrial (Fig. 9A-B).

Gonadas: Dos ovocitos y de 3-7 foliculos masculinos, con el ovario en posicidn posterior a los

testiculos (Fig. 8F; 9B). Un solo embridn en cada bolsa (Fig. 7E).

Larva: Larva de forma ovalada, con 1-1.25 mm de longitud del tronco. La cola cubre menos
de la mitad del tronco. Con tres papilas adhesivas en posicidn triangular, dos dorsales y una
ventral con pedunculo largo y ancho, cinco ampollas ectodermales redondas: dos detras de
la papila ventral y tres ampollas enfrente de las dos papilas dorsales. Una larva presentd una
ampolla mas en medio de las tres papilas. Con cuatro hileras de estigmas (Fig. 8H). Vesiculas
sensoriales presentes en la parte posterior del tronco: ocelo y otolito pigmentados (Fig. 8G;

90).
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Habitat: Distaplia stylifera en la Ensenada de La Paz se encuentra en sitios someros de 0.5-8
m de profundidad, sobre boyas, pilares de concreto, madera y organismos vivos como

bivalvos.

Distribucion geografica: El holotipo fue recolectado y descrito en el Mar Rojo (Kowalevsky,
1874). Ha sido registrada en varias areas del Indo-Pacifico. Ha sido encontrada en Australia
(Brewin, 1953; Millar, 1963; 1966; Kott, 1990; 2002), Filipinas (Millar, 1975; Monniot y
Monniot, 2001), sur del mar de China (Lee et al.,, 2016), Madagascar (Monniot, 2012) y
(como D. mikropnoa, una sinonimia debatida, ver comentarios taxondmicos) en Isla Palau
(Tokioka, 1955; 1967). Hay un registro dudoso en el mar Mediterraneo (Péres, 1956).
También esta registrada en la costa occidental del Atlantico desde Carolina del Norte hasta
Jamaica (Van Name, 1921, como D. bursata Van Name, 1945; Villalobos et al., 2017).
También ha sido registrada en varias localidades del Caribe (Monniot y Monniot, 1984;
Monniot, 1988; Rocha et al., 2010; Streit et al., 2021) y registros recientes en el Atlantico sur
sobre sustratos artificiales (San Paulo, Rocha et al., 2011; Dias et al., 2013). Por lo tanto,
parece tener una amplia distribucion circumtropical y frecuentemente se le considera como
una especie criptogénica (Fig. 10), aunque no se ha realizado un trabajo taxonémico en el

Pacifico oriental.

Comentarios taxondmicos: Las descripciones de D. stylifera disponibles en la literatura no
son del todo consistentes en varias caracteristicas morfolégicas. Como es comun en las
ascidias coloniales, es posible que los informes mundiales de D. stylifera abarquen un grupo
de especies hermanas. Los especimenes recolectados en la Ensenada de La Paz concuerdan
bien con las descripciones dadas por Van Name (1945), Monniot (1988) y Monniot y
Monniot (2001). La descripcion original de Kowalevsky (1874) como Didemnium styliferum
carece de algunos caracteres clave, como suele ocurrir con las descripciones antiguas. No se
menciond la presencia de vasos parastigmaticos y el holotipo probablemente era juvenil, con

gonadas subdesarrolladas. Ademas, las colonias carecian de larvas.

Una caracteristica morfoldgica importante para el diagndstico es la presencia o ausencia de
vasos parastigmaticos. Todas las colonias recolectadas en Ensenada de La Paz tenian vasos
parastigmaticos. Kott (1990), informé que todos los especimenes recolectados en Australia,

excepto una colonia carecia de vasos parastigmaticos. Monniot (1988), reportd organismos
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con vasos parastigmaticos en especimenes del Caribe, pero notd su ausencia en colonias
recolectadas en Madagascar (Monniot, 2012). La ausencia de vasos parastigmaticos ha sido
sefialada como la principal caracteristica que distingue a D. stylifera de D. mikropnoa
(Monniot y Monniot 2001); Millar (1975) propuso que la variacién en este caracter sugeria
que estas especies eran sindnimas. Sin embargo, Kott (2002), refiere otras diferencias entre
estas dos especies: las largas filas dobles de zooides que convergen en las aberturas
cloacales comunes, la parte posterior de la glandula pildrica mas larga, la falta de un
reservorio gastrico y el curso de los conductos gastrointestinales que no cruza desde el
estdmago hasta la rama ascendente del asa intestinal, sino que se extiende por el asa
descendente que distinguen a D. mikropnoa de D. stylifera (que tiene sistemas ovalados a
alargados, aberturas cloacales comunes en toda la cabeza de la colonia, un abdomen corto,
una vesicula gastrica y la glandula pildrica que se extiende desde el estdmago hasta la curva
ascendente del asa intestinal). Por lo tanto, concluyd que ambas son especies bioldgicas,

pero se han confundido en la literatura.

Varios autores reportaron a D. stylifera con hasta 15 foliculos masculinos ovalados (Tokioka
1955; 1967, bajo el nombre de D. mikropnoa Kott, 1990). Los especimenes de la Ensenada de
La Paz tenian solo5-6 foliculos alargados, coincidiendo con reportes previos de D. stylifera
(Van Name, 1945; Monniot, 1988; Monniot y Monniot, 2001). Ademads, el espermiducto de
D. stylifera a veces se describe como discurriendo posteriormente y con uno o varios bucles
sobre los ovocitos antes de girar hacia adelante (Kott, 1990; Monniot, 2012), mientras que
en otras descripciones el espermiducto es recto (Van Name, 1945; Monniot y Monniot,
2001) como en los especimenes de la Ensenada de La Paz. Ademas, el saco gonadal puede
ser pedunculado, como en nuestros organismos, o puede estar al ras del abdomen,
separados por un cuello ancho (Kott, 1990; Monniot, 2012). Millar (1975), reportd una sola
mancha pigmentada (el ocelo) en la larva, mientras que otros autores describen dos.
Nuestros especimenes tienen ocelos y otolitos pigmentados, aunque no es facil distinguirlos,
lo que puede explicar confusiones previas. Se considera que estos caracteres variables
(presencia o ausencia de vasos parastigmaticos, nimero y forma de foliculos masculinos,
bolsa gonadal pediculada o no pedunculada) sugieren que varias especies se han mezclado
bajo el nombre de D. stylifera, como también sugiere Dias et al. (2013). Esta incertidumbre
taxondmica, asi como la posible sinonimia con la especie morfolégicamente cercana D.

mikropnoa, puede resolverse potencialmente mediante andlisis morfoldgicos y genéticos de
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especimenes de diferentes partes del mundo. Aun, teniendo en cuenta estas deficiencias, es
claro que el nombre D. stylifera ha sido reportado en zonas tropicales del Océano indico, el
Pacifico y Atlantico occidental. Por lo tanto, este hallazgo en el Pacifico oriental representa

una importante expansién del rango de la especie.

7.1.2. Identificacion molecular

Se realizaron varios intentos de obtener secuencias completas del gen Cox1 de las ascidias
recolectadas en la Ensenada de La Paz sin éxito. Se realizaron amplificaciones en tres
ejemplares con colorimetria diferentes morfolégicamente identificados como D. stylifera de
Ensenada de La Paz con cinco pares de primers reportados en la literatura como adecuados
para amplificar el gen Cox1 en otras especies de ascidias a nivel mundial. Estos primers son
considerados universales para invertebrados (Folmer et al., 1994) y especificos para
tunicados (Stefaniak et al., 2009) y ascidias (lannelli et al., 2007; Brunetti et al., 2017; Salona
et al., 2021; Turdn X., inédito). Las amplificaciones fueron positivas con todos los pares de
primers, pero en el caso de los primers Tun (Stefaniak et al., 2009) debido a que las bandas
en el gel de agarosa fueron muy débiles. A pesar de esto, todas las amplificaciones con
bandas tenues o intensas fueron enviados para secuenciacién, y aunque algunas secuencias
resultaron tener buena calidad, cuando fueron comparadas por BLAST, ninguna
correspondid a ascidias. Las secuencias fueron similares a algas, micoparasitos o bacterias
con un porcentaje de identidad entre 80-83%. Estos resultados coinciden con otros autores
gue han intentado amplificar el gen Cox1 con los primers de Folmer y Stefaniak tampoco sin
éxito (Villalobos et al., 2017; Streit et al., 2021). Esta falta de amplificacién de genes de
ascidias posiblemente sea causada a alguna mutacién en el sitio de alineamiento del primer

(Villalobos et al., 2017; Streit et al., 2021).

Hasta ahora no existen secuencias disponibles de Distaplia stylifera en las bases de datos
publicas de GenBank y iBOLD System. Por lo tanto, técnicamente, aln con secuencias
disponibles de especimenes recolectados en la ensenada de La Paz, no existen secuencias
disponibles para comparar y evaluar si son la misma especie bioldgica con las recolectadas
en el lugar tipo u otro sitio antes registrado como son el Océano Atlantico, Indo-Pacifico y
Pacifico occidental. Actualmente existen 40 secuencias reportadas para el género Distaplia

correspondientes a cuatro especies (D. bermudensis, D. colligans, D. cylindrica y D.
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occidentallis), de las cuales 36 son de D. bermudensis (Anexo A). Sin embargo, estas
secuencias mostraron una divergencia considerablemente alta entre ellas (i.e. similitudes del
orden del 70-80%), valor que es considerado demasiado alto para que los cordados de
especies del mismo género. Incluso entre secuencias de la misma especie D. bermudensis,
con diferente morfotipo o distribucidn, el porcentaje de divergencia alcanza el 14-20 %
(Anexo B) indicando una amplia variabilidad intraespecifica (Evans et al., 2021; Virgili et al.,

2022).
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Figura 7. Distaplia stylifera; A) colonia anaranjada en vivo; B) colonia morada en vivo; C) colonia con tipica forma de hongo; D) Colonia
con tallos ramificados de manera que diferentes cabezas provienen de la misma base. Escalas: A,B=1cm; C, D=0.25cm; E=1 mm.
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Figura 8. Distaplia stylifera; A) zooide (térax y abdomen); B, C) térax; D, E) estdmago; F)
génadas; G) dos vesiculas sensoriales pigmentada; H) larva) colonia con tallos ramificados de
manera que diferentes “cabezas” provienen de la misma base. Escalas: A=1cm; B, C=0.5 mm;
D=0.25mm.



Figura 9. Distaplia stylifera; A zooide (térax y abdomen); B abdomen; C larva. Escalas: A=1cm;
B, C = 0.5 mm; D = 0.25 mm. Abreviaturas: a. ano; am. ampollas; ap. papilas adhesivas; oc.

ocelo; 0. oocito; pv. vasos parastigmaticos; pg. glandula pildrica; sc. estatocisto, sg. estigmas; st.
estomago; t. foliculos masculinos.
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Figura 10. Sitios de registros previos de Distaplia stylifera: 1) Mar Rojo, Kowalevsky, 1874
(localidad tipo). Indo-Pacifico, 2) Brewin, 1953. 3) Millar, 1963; 1966; 4) Millar, 1975; 5) Kott,
1990, 2002; 6) Monniot y Monniot, 2001; 7) Monniot, 2012; 8) Shenkar, 2012; 9) Lee et al.,
2016. Mediterraneo, 10) Péres, 1956. Océano Atlantico Occidental, 11) Van Name, 1921; 1945;
12) Monniot y Monniot 1984; Monniot 1988; 13) Cole y Lambert 2009; 14) Rocha et al., 2010;
15) Villalobos et al., 2017; 16) Rocha et al., 2011; 17) Streit et al., 2021; 18) Dias et al., 2013.
Pacifico Oriental, 19) este estudio. La localidad tipo en el Mar Rojo y el registro del presente
estudio se muestran con circulos rojos.

7.2. Cobertura relativa de Distaplia stylifera durante 2015 a 2017

Las observaciones piloto de la poblacién de A. maura durante el otofio de 2011, 2012, 2013 y
2014 no mostraron la presencia de la ascidia epibionte D. stylifera (datos no mostrados). En
otofio de 2015 se observé por primera vez en baja abundancia, y para el verano de 2016 se
observé un aumento abrupto de la poblacién de ascidia que resulté en un evento de mortalidad

masiva de la poblacién de A. maura durante el otofio de ese afio.

La cobertura de area de D. stylifera mostré una presencia limitada durante 2015, donde 176 de
180 sitios de muestreo no tenian ascidias y solo cuatro sitios de muestreo tenian una cobertura
de ascidias del 16% al 70% en 250 m? (Fig. 11A). Las ascidias aumentaron considerablemente el
area de cobertura en el verano de 2016, estando presentes en 61 de los 96 sitios de muestreo.

Los efectos de la tormenta Javier (7 al 9 de agosto) y el huracan Newton (4 al 7 de septiembre)
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junto con una operacion de remocién de ascidias (limitada a un area de 0.165 km? y 34.7 t de
ascidias peso humedo removidas) durante septiembre-noviembre de 2016 (Fig. 11C) resultaron
en una reduccién del area cubierta por ascidias durante el muestreo de otofio de 2016; sélo 53
de los 173 sitios de muestreo tenian una cobertura de ascidia que variaba del 1 al 100%. Una
segunda operacion de remocidn de tunicados se llevé a cabo durante ene-mar de 2017 (un drea
de 0.708 km? y 142.3 t de ascidias peso himedo removidas) (Fig. 11C) observandose una fuerte
disminucion en la cobertura de ascidia incluso en areas no afectadas por la operacion de
remocion de tunicados. La cobertura media anual de ascidia por sitio de muestreo fue de 0.9%
en 2015, 9.4% en verano de 2016, 8.1% en otofio de 2016 y 1.2% en 2017. La mayor variabilidad

en la cobertura de ascidia se observé durante el verano de 2016 (Fig. 11A).
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Figura 11. A) Area de cobertura (%) observada de Distaplia stylifera sobre Atrina maura. Otofio
de 2015 (2015-A), verano de 2016 (2016-S), otoiio de 2016 (2016-A) y otofio de 2017 (2017-A)
en Ensenada de La Paz, Golfo de California. B) Densidad de individuos muertos observados de A.
maura y C) Densidad de individuos vivos observados de A. maura. Densidad expresada en
inds./250 m? Las flechas indican una operacion de remocion de ascidias (sep-nov de 2016 y
ene-feb de 2017).

La distribucion espacial de D. stylifera durante 2015 se limitd a cuatro sitios de muestreo
alineados a lo largo del canal de marea interior (Fig. 12A). Su distribucion se expandio

rapidamente a 61 sitios de muestreo durante el verano de 2016, cuando la poblacidn crecié
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desde el canal de mareas hacia la region central de Ensenada de La Paz, con una cobertura de
uno a 70% en los bancos de conchas de corrales (Fig. 12B). En otofio de 2016, su distribuciéon
disminuyd a 53 sitios de muestreo a lo largo del canal de mareas, y nueve de esos sitios (en su
mayoria cerca de la costa de El Mogote) tenian valores de cobertura> 80% (Fig. 12C). Durante el
otofo de 2017, solo 11 de los 166 sitios de muestreo tenian ascidias (Fig. 12D). Nueve sitios de
muestreo tenian ~ 9% D. stylifera y dos sitios todavia tenian una cobertura del 64% y del 95%

(Fig. 12D).
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Figura 12. Distribucidn espacial del area de cobertura de Distaplia stylifera durante, A) otofio de 2015, B) verano de 2016, C) otofio
de 2016 y D) otofio de 2017.
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7.3. Densidad de Atrina maura muerta y viva durante 2015 a 2017

La densidad de A. maura muerta aumentd considerablemente de 2015 a 2016 y luego
disminuyd en 2017. La densidad media observada de individuos muertos fue 0.02 inds./250 m?
en 2015, 8.71 inds./250 m? en verano de 2016, 12.83 inds./250 m? en otofio de 2016 y 6.65
inds./250 m” en 2017. La mayor variabilidad en la densidad de individuos muertos se observé

durante 2016 (Fig. 11B).

La distribucion espacial de A. maura muerta fue baja en 2015, mostrando solo cuatro sitios de
muestreo de 180 con un individuo muerto en 250 m? (Fig. 13A). En el verano de 2016, se
observaron organismos muertos de A. maura en 50 de los 96 sitios de muestreo y 21 de esos
sitios tenfan densidades entre 10 y 103 inds./250 m? (Fig. 13B). Se encontraron individuos
muertos en 69 de los 173 sitios de muestreo durante el muestreo de otofio de 2016. Treinta de
esos sitios tenian densidades entre 10 y 457 inds./250 m? muertos y los 39 sitios restantes
tenian densidades <9 inds./250 m? muertos (Fig. 13C). Se encontraron individuos muertos en 58
de los 166 sitios durante otofio de 2017. Veintidds de esos sitios tenian densidades entre 10 y

220 inds./250 m? y los 36 sitios restantes tenian densidades <9 inds./250 m? (Fig. 13D).

La densidad de individuos vivos de A. maura disminuyd gradualmente de 2015 a 2017 (Fig. 11C).
Los valores de la media de densidad fueron de 72 inds./250 m’ en 2015, 39 inds./250 m’ en
verano de 2016, 49 inds./250 m? en otofio de 2016 y 26 inds./250 m? en 2017. El mayor rango
de densidad se observé en 2015 (uno a 1367 inds./250 mz) y 41 de 180 sitios de muestreo
tenian densidades > 100 inds./250 m”. Durante el verano de 2016, solo 14 de los 96 sitios de
muestreo tenian densidades > 100 inds./250 m?, mientras gue en otoiio de 2016 solo 25 de los
173 sitios de muestreo tenian densidades > 100 inds./250 m2. La densidad mas baja de A.
maura viva se observo en el otofio de 2017, con solo 12 sitios de muestreo con densidades >
100 inds./250 m?. Es evidente gue una gran parte de las pérdidas de hachas se produjeron en
bancos de alta densidad. El efecto completo de D. cf. stylifera sobre A. maura fue evidente a
partir de los cambios en la distribucién espacial de la densidad del hacha de 2015 a 2017 (Fig.
14A-D). Los bancos de A. maura vivas tuvieron una mayor densidad y distribucion espacial mas

amplia durante 2015 (Fig.14A), disminuyendo en densidad y distribucién durante 2016 (Fig.14B-
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C) y durante 2017 mostraron las densidades mas bajas y distribucién espacial reducida (Fig.

14D) después del sobrecrecimiento poblacional de D. stylifera.
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Figura 13. Distribucion espacial de la abundancia de organismos muertos (inds./250 m?) de Atrina maura durante, A) otofio de 2015,

B) verano de 2016, C) otofio de 2016 y D) otofio de 2017.
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Figura 14. Distribucion espacial de la abundancia de organismos vivos (inds./250 m?) de Atrina maura durante, A) otofio de 2015, B)

verano de 2016, C) otofio de 2016 y D) otofio de 2017.
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7.4. Series de tiempo de variables ambientales obtenidas de Landsat 8 2013 a 2018

Las series de tiempo de SST, pH y OD del satélite Landsat 8 presentaron una estacionalidad
pronunciada. La SST tenia una media de 23.8° Cy un rango entre 12.2° C (enero de 2017) y 33.3°
C (agosto de 2016). La SST mostré una relacién inversa con el pH (Fig. 15A-B). El pH tuvo una
media de 7.8 y un rango entre 6.8 (septiembre de 2015) y 8.3 (abril de 2016). La concentracién
media de Chl-a fue de 0.84 mg de Chl-a/m? con un rango entre 0.5 mg de Chl-a/m? (mayo de
2013) y 2.15 mg de Chl-a/m? (junio de 2017). La salinidad tuvo una media de 37.1 PSU con un
rango entre 36.4 PSU (febrero de 2015) y 40.9 PSU (junio de 2016). La concentracién de OD tuvo
una media de 5.5 mg O,/L con un rango entre 4.6 mg O,/L (agosto de 2017) y 7 mg O,/L
(diciembre de 2016) (Fig. 15).

Las anomalias mensuales muestran un factor de estacionalidad débil de seis meses en la TSM y
el pH. Las anomalias de SST mostraron un periodo cdlido desde mayo de 2013 hasta diciembre
de 2015 con anomalias positivas entre 1y 3° C (Fig. 16). Posteriormente hubo una tendencia de
enfriamiento, con anomalias volviéndose negativas, alcanzando valores de -6° C, después del
otofio de 2016. Las anomalias de pH mostraron anomalias negativas de -0.1 a -0.6 entre mayo
de 2014 y noviembre de 2015, y anomalias positivas que variaron de 0.1 a 0.4 de diciembre de
2015 a diciembre de 2018. Las anomalias de Chl-a mostraron un componente de estacionalidad
con pulsos de anomalias positivas de 2 mg de Chl-a/m? en promedio de mayo a julio de 2016.
Las anomalias de salinidad mostraron una baja variabilidad temporal. Las anomalias de OD
fueron en gran parte negativas y tuvieron tres pulsos de anomalias positivas durante el periodo
de estudio (febrero y septiembre de 2015 y diciembre de 2016) (Fig. 16). Estas series muestran
gue el proceso de colonizacién y el crecimiento de la poblacién de D. stylifera durante 2016 se

asocié principalmente con aguas marinas mas frias y alcalinas (Fig. 16).
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Figura 15. Series de tiempo mensuales de 2013 a 2018 de parametros ambientales estimados a
partir de imagenes Landsat 8 en el drea de estudio. A) Temperatura superficial del mar, B) pH, C)
Concentracion superficial de clorofila-a, D) Salinidad, E) Concentracién de oxigeno disuelto.
Rectangulos grises indican la ocurrencia de una onda de calor regional entre enero y agosto de
2014 y un evento de El Nifio de 2015 entre enero de 2015 y febrero de 2016. Rectdngulos vacios
= Periodos de eliminacion de D. stylifera durante sep-nov de 2016 y ene-mar de 2017; Los
triangulos negros indican monitoreos; s15 = monitoreo 2015; s16S = monitoreo 2016-verano;
s16A = monitoreo 2016-otoio; s17 = monitoreo 2017.
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2015; s16S = monitoreo 2016-verano; s16A = monitoreo 2016-otofo; s17 = monitoreo 2017.
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16. Anomalias de las series de tiempo mensuales de 2013 a 2018 de parametros
ambientales estimados a partir de imagenes Landsat 8 en el drea de estudio. A) Temperatura de
la superficie del mar, B) pH, C) Concentracion de clorofila-a en la superficie del mar, D)
Salinidad, E) Concentracién de oxigeno disuelto. Rectangulos grises indican la ocurrencia de una
onda de calor regional entre enero y agosto de 2014 y un evento de El Nifio de 2015 entre enero
de 2015 y febrero de 2016. Rectangulos vacios = Periodos de eliminacion de D. stylifera durante
sep-nov de 2016 y ene-mar de 2017; Los tridngulos negros indican monitoreos; s15 = monitoreo
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7.5. Cobertura de Distaplia stylifera asociada con la densidad de Atrina maura y las

condiciones ambientales durante el verano de 2016

Los resultados del GAM para inferir los efectos de la disponibilidad de sustrato y seis variables
ambientales y sus anomalias sobre la proporcién de cobertura de D. stylifera se muestran en la
Tabla IV. El GAM mejor ajustado fue el modelo 2 (con anomalias): [(proporcién de cobertura) ~ f
(sustrato disponible + A_OD + A_pH + A_Sal + A_SST + A_Chl-a)] con un R® Adj. = 0.78, Dev exp =
70.3% y UBRE = -0.79, que fue ligeramente mejor que el modelo 1 (con las series ambientales
sin transformar). El modelo indica que la Unica variable significativa fue el sustrato disponible,
mostrando un comportamiento casi lineal que aumenta mondtonamente para la cobertura de
D. stylifera con el sustrato proporcionado por la densidad de las hachas y predice que los
efectos de cobertura de D. stylifera comienzan a ocurrir cuando la densidad de A. maura es> 47

inds./250 m? (Fig. 17).
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Figura 17. Modelo aditivo generalizado ajustado (linea continua) con intervalo de confianza del
95% (area gris) para el efecto de la disponibilidad del sustrato en la proporcién de cobertura de
D. stylifera. Los grados de libertad se dan en la etiqueta del eje y. El modelo ajustado fue:
[(proporcién de cobertura) ~ f (sustrato disponible + A_ OD + A_pH + A_Sal + A_TSM + A_Chl-a)].
El eje Y estd en la escala de la variable de prediccién lineal. Las lineas de marca en el interior del
eje X indican la presencia de valores observados de la variable predictora.
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Tabla IV. Modelo aditivo generalizado para probar los efectos de la disponibilidad de sustrato y
las variables/anomalias ambientales registradas durante 2016 sobre el porcentaje de cobertura
de Distaplia stylifera en Ensenada de La Paz, Golfo de California, México. Modelo 1: [(proporcidon
de cobertura) ~ f (sustrato disponible + OD + pH + Sal + TSM + Chl-a)]. Modelo 2: [(cobertura
proporcional) ~ f (sustrato disponible) + (A_OD + A_pH + A _Sal + A_ TSM + A_Chl-a)]. A_
representan anomalias.

Modelo R’ Dev exp UBRE Variable Variable Valor-p  Chi-sq
% respuesta predictora

1 0.76 70.1% -0.789 Proporciéon de Sustrato p<0.001 0.051
cobertura de disponible

D. stylifera. oD 0.937

pH 0.867

Sal 0.977

SST 0.851

Chl-a 0.821

2 0.78 70.3% -0.793 Proporciéon de Sustrato p<0.001 0.003
cobertura de disponible

D. stylifera. A_OD 0.496

A_pH 0.846

A_Sal 0.972

A_SST 0.777

A_Chl-a 0.715

7.6. Densidad de Atrina maura relacionada con la cobertura de Distaplia stylifera durante el

verano de 2016

El GAM [(A. maura muerta) ~ f (proporcion de cobertura por D. cf. stylifera + OD + pH + Sal +
TSM + Chl-a)] dio el mejor ajuste con R* Adj. = 0.89, Dev exp = 88.8% y un GACV = 0.014 (Tabla
V). Este modelo indica que el principal factor que explica la varianza de A. maura muerta
observada fue la proporcién de D. stylifera que tiene una tendencia positiva casi lineal (Fig.
18A). La salinidad, SST y OD también fueron significativas, pero menos relevantes como
variables explicativas. La mortalidad de las hachas aumenta con la salinidad y disminuye con la
TSM, ambas con tendencias casi lineales (Fig. 18B-C) mientras que A. maura muerta aumenta
conforme aumentan los valores de OD (Fig. 18D). En general, el GAM ajustado predice que la
densidad de A. maura muerta aumenta cuando la cobertura de D. stylifera es > 8%, la salinidad

es >37.3 UPS, TSM <27.1° Cy OD > 5.05 mg O,/L.
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Tabla V. Resumen estadistico del Modelo Aditivo Generalizado de la densidad de A. maura
muerta y variables/anomalias ambientales registradas durante el verano de 2016 en Ensenada
de La Paz, Golfo de California, México. Modelo 1: [(A. maura muerta) ~ f (proporcién de
cobertura por D. stylifera + OD + pH + Sal + TSM + Chl-a)]. Modelo 2: [(A. maura muerta) ~ f
(proporciéon de cobertura por D. stylifera + A_ DO + A_pH + A _Sal + A_ TSM + A_Chl-a)]. A_
representan anomalias.

Modelo R’ Devexp GACV Variable Variable Valor-p F
% respuesta predictora
1 0.89 88.8% 0.014 A. maura Proporcion de p<0 2e°
muerta cobertura de D.
stylifera
oD p<0.01 0.035
pH 0.239
Sal p<0.01 0.041
TSM p<0.01 0.013
Chl-a 0.942
2 0.85  86.1% 0.016 A. maura Proporcion de p<0 2e1®
muerta cobertura de D.
stylifera
A_OD 0.245
A_pH 0.294
A_Sal p<0.01 0.042
A_TSM p<0.01 0.029

A_Chl-a 0.607
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Figura 18. Modelos aditivos generalizados ajustados (lineas continuas) con intervalos de confianza del 95% (area gris) para el efecto
de la cobertura de D. stylifera sobre la mortalidad de A. maura. El modelo mejor ajustado fue [(A. maura muerta) ~ f (proporcion de
cobertura por D. stylifera + Valores mensuales de las variables ambientales)]. Se muestran los efectos de las variables sobre la
mortalidad del hacha A) Cobertura de la ascidia; B) Salinidad; C) temperatura de la superficie del mar; y D) concentracién de oxigeno
disuelto. Los ejes Y estan en la escala de la variable de prediccion lineal. Las lineas de marca en el interior del eje X indican la
presencia de valores observados de la variable predictora. Los nUmeros en la etiqueta del eje Y indican los grados de libertad.
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7.7. Efecto que tuvo la poblacion de Atrina maura a consecuencia de la invasion de Distaplia

stylifera.

Dado a que el valor estadistico de Anderson Darling (AD) para el tamafio de muestra de A.
maura viva de los afios 2015. 2016-S, 2017-A y 2017 es menor al valor critico (AD¢itico = 0.752),
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula. Por lo que los datos observados tienen una

naturaleza de distribucién log-normal (Fig. 19).
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Figura 19. Graficas de probabilidad de log-normalidad de Anderson-Darling (AD) con un valor de
critico (AD¢itico) de 0.752 para muestras de la poblacidon de Atrina maura viva de la Ensenada de
La Paz, durante 2015, 2016-S, 2016-Ay 2017.

En cuanto a los datos de A. maura muerta, el valor estadistico AD también fue menor al ADitico
= 0.752 en las muestras de los afios 2016-S, 2016-A y 2017. Por lo tanto, no hay evidencia para
rechazar la hipdtesis nula y los datos observados tienen una naturaleza de distribucion log-

normal. Para el aino 2015 no se presenta grafico ya que durante este afo se registraron cuatro
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presencias de A. maura muerta, y fue el aino en que se registrd la presencia de D. cf. stylifera

(Fig. 20).
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Figura 20. Graficas de probabilidad de log-normalidad de Anderson-Darling (AD) con un valor de
critico (ADritico) de 0.752 para muestras de la poblacién de Atrina maura muerta de la Ensenada
de La Paz, durante 2016-S, 2016-A y2017.

Al aplicar el estimador Pennington para calcular la densidad promedio de la poblacién de A.
maura ante la invasién de D. stylifera se observdé una tendencia negativa; en el afno 2015 de
232.74 ind./250 m? vivos (IC = 135.70-431.90 ind./250 m?, p<0.05) a 67.97 ind./250 m? vivos en
2017 (IC = 41.46-118.70 ind./250 m?, p<0.05). En cuanto a la densidad promedio de A. maura
muerta, no se observa una tendencia, si no un pico en el incremento de organismo muertos
ante la invasion de D. stylifera. En el afio 2016 se incrementd de 26.72 ind./250 m? muertos
(14.80-52.90 ind./250 m?, p<0.05) durante el verano (2016-S), a 35.78 ind./250 m? muertos en
otofio (2016-A) (19.94-70.22 ind./250 m? p<0.05), y para el 2017 desciende el promedio de
organismos muertos a 17.78 ind./250 m?(8.90-36.32 ind./250 m?, p<0.05) (Tabla VI).
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Tabla VI. Estimacion de la densidad poblacional (ind./250 m?) para Atrina maura viva y muerta
antes, durante y después de la invasion de Distaplia stylifera en Ensenada de La Paz, Golfo de
California, México.

Aiio Estado Media Intervalo Intervalo Desviacion Media  Varianza

y inferior superior Estandar muestral muestral
2015 viva 232.70 135.70 431.90 1.48 4.50 2.18
2016-S viva 121.57 64.20 257.10 1.03 4.09 1.69
2016-A viva 131.26 86.73 207.71 1.20 4.28 1.45
2017 viva 67.97 41.46 118.70 1.26 3.06 3.60
2016-S muerta 26.72 14.8 52.90 1.17 2.79 1.38
2016-A muerta 35.78 19.94 70.22 1.46 2.83 2.12
2017  muerta 17.78 8.98 36.32 1.33 2.52 1.76

La amplitud de los intervalos de confianza de la estimacién poblacional de A. maura viva a lo
largo de los cuatro monitoreos (2015-2017) se ha ido reduciendo. En 2015 antes de la invasidon
habia una mayor amplitud con un maximo de 431.90 ind./250 m?, y el maximo estimado en
2017 después de la invasion que fue de 118.70 ind./250 m?% incluso éste maximo estd por
debajo el minimo estimado para el 2015 (135.70 ind./250 m?). Durante la invasién en verano del
2016 (2016-S) el intervalo de la estimacion poblacional fue mas amplio (257.10-64.20 ind./250
m?) al estimado en otofio (207.71-86.70 ind./250 m?) (2016-A); sin embargo, la media estimada
fue mayor en otofio de 131.30 ind./250 m? a 121.60 ind./250 m? del verano (Figura 21A). Con
respecto a la amplitud de intervalos de confianza con las densidades estimadas de A. maura
muerta; otofio del 2016 (2016-A) fue el afio con un maximo de 70.20 ind./250 m? y minimo de
19.90 ind./250 m?. Siendo 2017 el afio con menor amplitud 36.30 ind./250 m? y minimo de 9.0
ind./250 m? (Figura 21B).
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Figura 21. Gréficas con maximos y minimos de la estimacién poblacional de Atrina maura viva 'y
muerta de la ensenada de La Paz durante 2015 a 2017. El circulo y triangulo indican la media
estimada para cada caso.
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8. DISCUSION

La evidencia morfoldgica detallada obtenida en esta investigacién indica que los organismos
recolectados en la ensenada de La Paz concuerdan con la especie Distaplia stylifera de acuerdo
con las descripciones por Van Name (1945), Monniot (1988) y Monniot y Monniot (2001) para
ejemplares del Indo-Pacifico y Caribe. Distaplia stylifera también se ha informado en otras
regiones del mundo, lo que sugiere que esta especie tiene una distribucién biogeografica
circumtropical previamente informada en el Océano Atlantico, el Mediterraneo, el mar Ardbigo,
el Indo-Pacifico y el Pacifico Occidental. Por lo tanto, este hallazgo representa una extension de

rango de la especie.

Desafortunadamente, no se pudo obtener secuencias moleculares de las colonias de la
Ensenada de La Paz. Aun obteniéndolas, no hubiera sido posible realizar una comparaciéon y
argumentar que molecularmente es la misma especie biolégica nativa del Mar Rojo, donde fue
descrita por primera vez por Kowalevsky (1874), debido a que no existe la secuencia para D.

stylifera en las bases de datos de GENBANK e iBOLD.

La alta variabilidad encontrada en las diferentes especies de Distaplia (Anexo 2), sugiere indicar
gue para muestras de D. stylifera requerird un muestreo extenso en las areas principales donde
se ha registrado la especie. Tal muestreo es necesario para determinar definitivamente si se
trata de una Unica especie bioldgica polimérfica con distribucién biogeografica circumtropical o
de un grupo de especies relacionadas con patrones de distribucidn biogeografica distintos

(quizas superpuestos).

Curiosamente, la especie (o algunos miembros del complejo de especies si resulta ser asi)
probablemente se haya introducido en algunas partes de su distribucién. En el Atlantico
occidental se encuentra desde Carolina del Norte hasta Brasil. Van Name (1921, bajo el nombre
de D. bursata) lo registra en muestras de Florida y Jamaica desde 1884. Sin embargo, en
Carolina del Norte y en el Mar Caribe se encuentra principalmente en lagunas y estructuras
artificiales, puntos de entrada tipicos para especies exéticas introducidas. (Rocha et al., 2010;

Dias et al., 2013; Villalobos et al., 2017; Streit et al., 2021). Su estado en el Caribe se ha definido
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como criptogénico (Streit et al., 2021) o como especie exdtica introducida (Rocha et al., 2010).
Si finalmente se confirma el estado de introduccién en esa area, esta especie representa una
amenaza preocupante debido a su capacidad para colonizar superficies rapidamente y desplazar
a otras especies bénticas (Rocha et al., 2010). La especie parece estar expandiéndose hacia el
sur y estuvo presente desde la década de 2000 en la regién de San Paulo de Brasil, donde se

encuentra solo en sustratos artificiales (Dias et al., 2013).

La clasificacidn de una especie como nativa o exética es independiente de su impacto ecoldgico.
Un debate reciente sobre el tema concluyé que incluso las especies nativas pueden
comportarse como invasoras (es decir, aumentando la abundancia y alterando los ecosistemas)
y las especies exdticas en realidad pueden aumentar la biodiversidad en lugar de disminuirla en
los ecosistemas marinos (Valéry et al., 2008, 2009; Warren, 2021). Estos desacuerdos surgen
principalmente de la falta de coherencia de los dos principales criterios actuales, el criterio
geografico (o biogeografico) y el criterio de impacto, para definir lo que realmente se entiende
por “invasidon” (Valéry et al., 2008). Hasta que se aclare el estado taxonémico exacto de D.
stylifera, debemos ser conservadores y no podemos evaluar definitivamente si es una especie
introducida o nativa en el area estudiada. Sin embargo, después de causar un evento de
mortalidad masiva de hachas durante 2016-2017 en la Ensenada de La Paz, es claro que D.
stylifera puede comportarse como una especie invasora tipica (en términos de impacto). Este
hecho, junto con un probable historial de introduccion anterior en el Atlantico occidental y la
falta de informes en el Pacifico oriental, sugiere fuertemente que se trata de un recién llegado
al Golfo de California. Si este es el caso, no estd claro si la poblacién detectada en esta regidn
fue introducida de poblaciones del Pacifico occidental o de poblaciones del Atlantico a través
del Canal de Panama. El trafico maritimo parece el vector de introduccién mas probable, y la
propagacidon secundaria por pequefias embarcaciones a los puertos en las cercanias de la
Ensenada de la Paz puede explicar su llegada alli. El origen, el nimero de eventos de
introduccidn y la existencia o no de cuellos de botella durante la introduccién solo pueden
determinarse con estudios genéticos detallados de poblaciones mundiales. Por el momento, las
acciones constantes de monitoreo y erradicacion parecen las Unicas medidas factibles para
controlar su crecimiento y evitar una mayor expansion independientemente de si se trata de

una especie invasora nativa o exdtica (Valéry et al., 2008; 2009; Warren, 2021).
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Después de varios afios de la recuperacion de la poblacion econdmicamente valiosa de A.
maura a través de un programa de restauracion activo y exitoso sin cosechar en una bahia
subtropical, una colonizacion abrupta y rapida de la ascidia D. stylifera resulté en un evento de
mortalidad masiva de los bancos de A. maura. Nuestros resultados indican que los principales
factores detrds del crecimiento poblacional abrupto de la ascidia durante el verano de 2016;
paraddjicamente, estuvo relacionado con la abundante disponibilidad de sustrato
proporcionado por las valvas de hachas que alcanzaron densidades > 47 inds./250 m?Z. El Unico
informe anterior de un evento masivo de colonizacion epibiotica de ascidias en granjas de
bivalvos en el Pacifico oriental subtropical ocurrié en granjas de ostras en Bahia San Quintin,
Baja California, México (Rodriguez e Ibarra-Obando, 2009). Sin embargo, en este caso el cultivo
suspendido (cuerdas y jaulas) y las valvas de las ostras proporcionaron sustrato adecuado a las
ascidias en un habitat tridimensional (Rodriguez e Ibarra-Obando, 2009). El impacto de la
cobertura de incrustaciones en las ostras no se estimd en Bahia San Quintin. Estudios anteriores
en otros lugares mostraron efectos negativos de las incrustaciones en el crecimiento de la vieira
gigante Placopecten magellanicus (Gmelin, 1791) en Canada (Claereboudt et al., 1994), en las
ostras de perla de labios plateados Pinctada maxima (Jameson, 1901) en Indonesia (Taylor et
al., 1997) y sobre la vieira Euvola ziczac (Linnaeus, 1758) y la ostra perla Pinctada imbricata
Roding, 1798 en Venezuela (Lodeiros y Himmelman, 1996; Lodeiros et al., 2002). En todos estos
casos, los efectos de los epibiontes sobre los bivalvos se determinaron comparando el
crecimiento de moluscos con y sin epibiontes. Tres especies de epibiontes (incluida la ascidia
Didemnum perlucidum Monniot F., 1983) cubrieron al menos el 70% de la poblacién de
mejillones Perna perna (Linnaeus, 1758) y dieron como resultados individuos de 19% a 36% mas
pequeiios y con ~ 60% menos peso corporal que los mejillones sin epibiontes (Lins y Rocha,
2020). Por lo tanto, existe evidencia de que la invasion es de mayor impacto negativo en cultivos
suspendidos (en 3D) que en cultivos en el fondo marino (en 2D). Las valvas del hacha son
distintas porque después de la fase de larvas zooplanctdnicas (etapas de trocofora y velo), la
larva se asienta en un sustrato blando sujetada con el biso donde se entierran en la arena/fango

dejando expuesta la punta de las valvas para alimentarse de fito y zooplancton y respirar.

Las areas con mayor cobertura de ascidias en valvas de las hachas se ubicaron a lo largo del

canal de mareas hasta la Ensenada de La Paz, extendiéndose hacia la costa sureste y suroeste
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del Mogote. Estas coincidieron con las areas con mayor densidad de A. maura viva y muerta.
Por lo tanto, la mortalidad masiva de A. maura estd significativamente asociada con la alta
proporcidén de cobertura de D. stylifera observada en el verano de 2016. En un esfuerzo por
disminuir la mortalidad y las pérdidas econdmicas del hacha, los pescadores llevaron a cabo dos
costosas y laboriosas operaciones de extraccion de D. stylifera durante sep-nov de 2016 (se
removieron 34.7 t de ascidias peso humedo) y ene-mar de 2017 (142.3 t de ascidias peso
himedo). Sin embargo, debido al pequefio tamafio de las dreas donde se extrajeron las ascidias,
es probable que el efecto fuera insignificante en la poblacion general de ascidias. No obstante,
el monitoreo de otoflo de 2017 mostré una reduccidon notable en la cobertura de ascidias,
probablemente como resultado de factores ambientales no relacionados con los esfuerzos de
remocién. Desafortunadamente, la reduccién de la cobertura de ascidia no se produjo lo
suficientemente rdpido para evitar la mortalidad masiva de las hachas, lo que resultdé en un

serio revés para el programa de recuperacion de esta poblacién.

En la presente tesis doctoral se demostrd una correlacion positiva significativa entre la densidad
del hacha y la cobertura de las ascidias, mostrando que las valvas del hacha proporcionaron un
sustrato favorable para el evento de colonizacidon observado. El hallazgo sobre la relacién entre
la cobertura de D. stylifera, el sustrato disponible del hacha (A. maura vivo + muerto) y las
anomalias de las cinco variables ambientales (A_OD + A pH + A Sal + A_TSM + A_Chl-qa)
demostraron que la densidad del hacha (como indicador del sustrato disponible para D.
stylifera) fue el Unico factor predictivo significativo para explicar la mortalidad masiva. Estudios
previos han demostrado los efectos de algunas variables ambientales en ascidias. Por ejemplo,
Ciona intestinalis se desarrolla y se reproduce de manera eficiente en agua de mar con
condiciones basicas entre 7.4 y 8.8 pH (Bellas et al., 2003). El pH registrado en Ensenada de La
Paz durante 2016 a 2017 estuvo dentro de este rango (7.7 a 8.3 pH) (imdgenes LANDSAT-8)
sugiriendo que el pH proporciond condiciones favorables para el aumento de D. stylifera
durante 2016 cuando se observd el mayor numero de valvas muertas con la ascidia como
epibionte (asumiendo que las condiciones favorables de pH para C. intestinalis sean las mismas
que para D. stylifera. Ademas, se espera que el crecimiento de las ascidias y la reproduccién
sexual y asexual aumenten a mayor TSM (Rodriguez e Ibarra-Obando, 2009; Svane y Young,

1989). 2016 fue el afio mas cdlido registrado mundialmente entre 1880 y 2018 (Meijers et al.,



62
2019) y también el afio mds calido registrado entre 2002 y 2018 en la regidn suroeste del Golfo
de California (Ahern et al., 2018; Martinez-Soler et al., 2021). Aunque la TSM en la Ensenada de
La Paz durante 2016 tuvo promedios mensuales por debajo del promedio en el periodo
comprendido entre 2013 y 2018. La expectativa inicial era que las condiciones ambientales
especificas podrian proporcionar un entorno apropiado para la rapida expansién de la poblacién
de la ascidia y que la heterogeneidad espacial de las variables ambientales proporcionaria
suficiente contraste para inferir las preferencias del habitat de D. stylifera. Sin embargo, el
analisis estadistico no encontré ninglun efecto significativo del OD, salinidad, TSM, pH y
concentracion superficial de clorofila-a en la proporcidon de cobertura de D. stylifera. Los
resultados indican que la heterogeneidad ambiental no fueron factores estadisticamente
relevantes en el proceso de colonizacién de la ascidia. Claramente, se requieren estudios
bioldgicos adicionales para corroborar cuales variables ambientales y rango de valores
favorecen el crecimiento poblacional de D. stylifera y conocer cudl es el patrén de distribuciéon
en México y Pacifico este. Aunque se demostré que el crecimiento de la poblacion de D. stylifera
se asocidé principalmente con la disponibilidad de sustrato de A. maura, se considera que el
modo de reproduccién de las ascidias también fue altamente influyente. Las ascidias de la
familia Holozoidae son tipicamente hermafroditas con estrategias reproductivas sexuales y
asexuales alternas o simultaneas (Svane y Young, 1989) y se reproducen tipicamente durante el
verano en latitudes subtropicales (Berrill, 1935; Sabbadin, 1960). Después de la reproduccion
sexual, las larvas tienen una breve fase plancténica que dura 1 dia y experimenta una
metamorfosis antes de asentarse en el hdbitat bentdnico (Berrill, 1935; Lambert, 2005). Las
fuertes corrientes de marea que ocurren en La Ensenada de La Paz facilitan la dispersiéon de
larvas zooplanctdénicas, mientras que la reproduccion asexual aseguraria efectivamente un
crecimiento poblacional rdpido y constante de las colonias de ascidias cercanas
independientemente de las fuertes corrientes de marea de la regién. Es posible que aquellas
areas con altas densidades de sustrato de A. maura facilitaron la reproduccién asexual de D.
stylifera que permitid el rapido crecimiento de la poblaciéon y la formacién de grandes colonias
de ascidias en cada individuo de A. maura siendo capaces de alcanzar colonias cercanas,
formando tapetes, que efectivamente destruyeron las valvas del hacha durante el verano de
2016. Esta estrategia de reproduccion asexual podria ser considerada para control de futuros

episodios de colonizacidon. Una estrategia potencialmente util es el "adelgazamiento" de los
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bancos de hacha de alta densidad para reducir el posible habitat adecuado para el crecimiento
poblacional de las ascidias. Sin embargo, la distancia éptima entre los individuos de A. maura
aun no estd claramente definido debido a la falta de conocimiento sobre la estrategia de

reproduccion y las capacidades de dispersién zooplancténica de D. stylifera.

Los resultados demostraron que el principal factor que impulsa la mortalidad de A. maura fue la
cobertura de ascidias seguido como factores secundarios la salinidad, la TSM y el OD. Esto indica
una asociacién positiva entre la cobertura de ascidias y la densidad de hachas muertas. En
general, el GAM ajustado predice que la densidad de A. maura muerta aumenta cuando la
cobertura de D. stylifera es > 8%, salinidad > 37.3 UPS, TSM < 27.1° Cy OD > 5.05 mg O,/L.
Atrina maura cuenta con una estrategia de reproduccién sexual oportunista en La Ensenada de
La Paz, que permite la reabsorcidon de gametos (evitando la pérdida de masa corporal) cuando
ocurren condiciones climaticas desfavorables (como las condiciones ocurridas durante el evento
de El Nifio ocurridas en 2004 y 2005) y una distribucion de excedente de energia para la
reproduccién en condiciones favorables (como las condiciones de La Nifia 2007 y 2008)
(Camacho-Mondragén, 2008, 2012; Camacho-Mondragon et al., 2009). Una serie de tiempo de
TSM de 2002 a 2018 en la costa suroeste del Golfo de California mostré que se produjeron
condiciones cdlidas andmalas debido a dos procesos distintos, una onda de calor regional
durante enero y agosto de 2014 (anomalias positivas de TSM pero no MEI positivo) y El Nifio
2015-2016 ecuatorial que fue regionalmente evidente entre enero de 2015 y febrero de 2016
con anomalias levemente negativas durante el resto de 2016 (Martinez-Soler et al., 2021). En el
presente estudio se encontrd una tendencia similar de la TSM en La Ensenada de La Paz. Se
especula que el efecto combinado de un mayor crecimiento de D. stylifera y la reabsorcién de
gonadas de A. maura debido a El Nifio 2015-2016 dieron como resultado una retroalimentacion
negativa para la poblacidon del hacha. Cabe sefialar que la tormenta tropical Javier (7 al 9 de
agosto de 2016), el huracdn Newton (4 a 7 de septiembre de 2016) y la tormenta tropical Lidia
(31 de agosto a 2 de septiembre de 2017) azotaron la regién, lo que provocd pulsos de
escorrentia de agua dulce y un aumento en la entrada de sedimentos terrigenos a la ensenada.
Las valvas del hacha pueden resistir estos eventos desfavorables de corta duracion cerrando sus
valvas, mientras que las ascidias estan completamente expuestas y se espera que sean

sustancialmente mas vulnerables a estos rapidos eventos de cambios de salinidad. Esto se
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apoya en la observacién visual de colonias de ascidias desprendidas de las conchas dias después
de las tormentas (Ramirez-Luna, observacion personal). Estas observaciones concuerdan con
Dijkstra y Simkanin (2016) y Rocha et al. (2017) que reportan que las ascidias no toleran la baja
salinidad del agua de mar o los cambios rapidos en la salinidad. La entrada de grandes
cantidades de agua dulce en pulsos repentinos puede potencialmente causar una alta
mortalidad de D. stylifera o al menos la disminucion de las tasas de crecimiento demografico
(Goodbody, 1961). La dramatica disminucidn del drea de cobertura de D. stylifera observada
durante la prospeccidn de otofio de 2017 probablemente estuvo asociada con estos eventos de
baja salinidad y no con las operaciones de extraccidn de tunicados durante septiembre y

noviembre de 2016 y enero-marzo de 2017.

Con los resultados que indican que la cobertura de ascidias seguido de cambios de la salinidad,
la TSM y la concentracién de OD fueron las variables que impulsaron la mortalidad masiva de A.
maura. Es importante conocer estadisticamente cdmo se vio afectada la poblacion del hacha.
Por lo que la estimacién poblacional que se realizé durante 2015, 2016-S, 2016-A y 2017,
mostré que poblacion de A. maura sufrié cambios en la densidad poblacional durante y después
de la invasidn registrada por D. stylifera. En 2015, cuando se observaron los primeros brotes del
tunicado, la poblacién del hacha se encontraba en su promedio mas alto 232.74 ind/250 m? de
los afios muestreados 2015-2017, el cual fue disminuyendo con los afios. Incluso en 2017,
después de la extraccion del tunicado y de los eventos meteoroldgicos previamente
mencionados en septiembre de 2016 y agosto-septiembre de 2017. Lo cual muestra un impacto

importante ante la recuperacién de la poblacién del hacha.

La densidad de A. maura muerta tuvo su pico maximo en otofio de 2016, 35.78 ind/250 m? y el
afio siguiente disminuyd a 17.78 ind/250 m?, incluso mas gue lo observado durante el verano de
2016, cuando se registrdé la mayor cobertura de D. stylifera. Lo cual puede ser un indicador de

que la poblacién del hacha de alguna manera se esta recuperando, aunque lentamente.
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9 CONCLUSIONES

1.- Morfolégicamente las ascidias colectadas en la Ensenada de La Paz 2015-2017 coincide
con las caracteristicas morfoldgicas diagndsticas descritas en Distaplia stylifera
distribuida en zonas tropicales del Océano Indo-Pacifico y Caribe. Sin embargo, la especie
no cuenta con una secuencia Cox1 de ninguna parte del mundo porque no puede ser
comparada molecularmente. La especie D. stylifera de la Ensenada de La Paz se define
como especie criptogénica con un comportamiento invasor.

= las especies del género Distaplia tienen un genoma mitocondrial Cox1
inusualmente divergente.

2.- La cobertura de Distaplia stylifera en la Ensenada de La Paz estuvo fuertemente
relacionada con la densidad poblacional de Atrina maura en verano de 2016. Es decir,
organismos de A. maura vivos y/o muertos crearon sustrato para el asentamiento de
larvas de D. stylifera favoreciendo su crecimiento poblacional.

= La campaia de limpieza en la Ensenada La Paz enfocada en la restauracion de la
poblacion de las tres especies de hachas, las dejé expuestas y como Unico
sustrato disponible ante organismos epibionticos.

3.- El principal factor que impulsa la mortalidad de A. maura ocurre cuando la cobertura de
D. stylifera fue > 8%, seguido de la salinidad > 37.3 UPS, TSM < 27.1° Cy OD > 5.05 mg
0,/L.

9.1 Perspectivas

Los esfuerzos de remocién de la ascidia llevados a cabo (177 Ton. de peso humedo extraido)
fueron costosos, consumieron mucho tiempo, espacialmente limitados pero ineficaces. Las
tormentas tropicales y huracanes que azotaron estacionalmente la region fueron
probablemente las causas de la casi desaparicion del tunicado durante el otofio de 2017. La
deteccién temprana y cosecha de callo de hacha a la primera deteccion de la ascidia D. stylifera
puede evitar futuras pérdidas econdmicas. Se propone eliminar todo el sustrato artificial no
necesario y la remocién de valvas del hacha muerta. Esta estrategia evitara el crecimiento

excesivo de la ascidia y reducird los costos en la remocidn manual de la ascidia. También se
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sugiere que el aclareo de las orillas mediante la cosecha debe realizarse tan pronto como
aparezcan las ascidias en la orilla. Esta accidn evitaria mayores pérdidas econémicas para los
pescadores locales que protegen y cultivan esta especie de moluscos econdmicamente valiosa.
La investigacion futura se debe realizar un trabajo experimental para inferir los efectos de la
cobertura de ascidia sobre la tasa de crecimiento y la biomasa de los callos de hacha y
determinar si la mortalidad se debe a asfixia o inanicion. También abordar el papel de las
estrategias reproductivas sexuales y asexuales en los procesos de colonizaciéon y expansion

espacial del tunicado.
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11. ANEXOS

Anexo A. Lista de secuencias disponibles

Lista de secuencias disponibles en bases de datos (Genbank/BOLD) de especies del género
Distaplia usadas en el presente estudio.

ID Localidad de la
Genbank/BOLD Especie muetsra Referencia

ASCANO016-10 D. cylindrica Antartica Unpublished

ASCANO015-10 D. colligans Antartica Unpublished

KU299767 D. colligans Chile Turon et al. 2016

MZ580876 D. occidentalis Alaska, USA O’Mahoney et al. unpublished
North Carolina,

KY111419 D. bermudensis  USA Villalobos et al. 2017
North Carolina,

MF034529-33 D. bermudensis  USA Evans et al. 2017

MG525006-15
MH258863-64

MT572331-41
MT637947
MW286122
OM926002-06

O O

O 000

. bermudensis
. bermudensis

. bermudensis
. bermudensis
. bermudensis
. bermudensis

North Carolina,
USA

Bahamas
North Carolina,
USA

Puerto Rico
Florida, USA
Naples, Italy

Evans et al. 2018
Counts et al. unpublished

Evans et al. 2021
Streit et al. 2021
Nydam et al. unpublished

Virgili et al. 2022




Anexo B. Distancias estimadas entre haplotipos del género Distaplia.

Distancias estimadas genéticamente (p-distancia) entre haplotipos de especies del género Distaplia disponibles en GenBank.
Distancias, muestran un porcentaje de divergencia.

ID
Genbank/BOLD

Especies

D. cylindrica D. colligans  D. colligans D. occidentalis D. bermudensis D. bermudensis

ASCANO016-10 ASCANO015-10 KU299767 MZ580876 KY111419 MF034529

ASCANO16-10
ASCANO015-10
KU299767
MZ580876
KY111419
MF034529
MG525006
MG525007
MH258863
MH258864
MT572331
MT572334
MT572335
MT572336
MT637947
MW286122
OM926002
OM926006

D. cylindrica

D. colligans

D. colligans

D. occidentalis
D. bermudensis
D. bermudensis
D. bermudensis
D. bermudensis
D. bermudensis
D. bermudensis
D. bermudensis
D. bermudensis
D. bermudensis
D. bermudensis
D. bermudensis
D. bermudensis
D. bermudensis
D. bermudensis




Continua

ID
Genbank/BOLD

Especies

ASCANO16-10
ASCANO15-10
KU299767
MZz580876
KY111419
MF034529
MG525006
MG525007
MH258863
MH258864
MT572331
MT572334
MT572335
MT572336
MT637947
MW286122
OM926002
OM926006

D. cylindrica

D. colligans

D. colligans

D. occidentalis
D. bermudensis
D. bermudensis
D. bermudensis
D. bermudensis
D. bermudensis
D. bermudensis
D. bermudensis
D. bermudensis
D. bermudensis
D. bermudensis
D. bermudensis
D. bermudensis
D. bermudensis
D. bermudensis

D. bermudensis D. bermudensis D. bermudensis D. bermudensis D. bermudensis D. bermudensis

MG525006 MG525007 MH258863 MH258864 MT572331 MT572334




Continua

80

ID

Genbank/BOLD Especies

D. bermudensis D. bermudensis D. bermudensis

MT572335 MT572336 MT637947 MW?286122

D. bermudensis bermudensis bermudensis

OM926002 0OM926006

ASCANO016-10
ASCANO015-10

KU299767
MZ580876
KY111419
MF034529
MG525006
MG525007
MH258863
MH258864
MT572331
MT572334
MT572335
MT572336
MT637947
MW286122
0OM926002
OM926006

D.

D
D
D
D
D
D
D
D
D.
D
D
D
D
D
D
D
D

cylindrica

. colligans

. colligans

. occidentalis
. bermudensis
. bermudensis
. bermudensis
. bermudensis
. bermudensis
bermudensis
. bermudensis
. bermudensis
. bermudensis
. bermudensis
. bermudensis
. bermudensis
. bermudensis
. bermudensis
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