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RESUMEN

El tiburén piloto Carcharbinus faleiformis se encuentra en aguas calidas alrededor del mundo y es
capturado frecuentemente en las pesquerfas comerciales. Los niveles de diversidad genética, la
estructura genética poblacional, filogeografia y demografia histérica fueron investigados a través de un
fragmento de 732 pb de la regién control del ADN mitocondrial (ADNmt) y cuatro loci
microsatelitales para determinar la existencia de divergencia genética y el grado de conectividad entre
las poblaciones de la especie en el Océano Pacifico. El analisis de la secuencia de la regiéon control
mostr6 la presencia del4 haplotipos que resultaron en una diversidad haplotipica (0.48 £ 0.03) y
nucleotidica (0.0009 £ 0.00008) baja en comparaciéon con otras especies de tiburones. La baja
variabilidad observada con la regién control no se observé en el genoma nuclear dada por los
microsatélites (Ho = 0.65), posiblemente como resultado de algun evento historico-demografico en la
especie relacionado con un evento de colonizacion reciente. El patrén de estructura genética
observada con los analisis del AMOVA con ambos marcadores, describe historias distintas para cada
marcador. Mientras que el ADNmt mostré la existencia de diferenciacion entre la regién Oriental y
Occidental del Pacifico ocurrida hace aproximadamente 170,161 afios, los microsatélites no
registraron dicho patrén en las diferentes comparaciones entre los grupos formados. Sin embargo, los
microsatélites mostraron una sefial débil pero significativa de diferenciaciéon con los analisis de F;
pareados, respaldando las diferencias genéticas entre las regiones Oriental y Occidental del Pacifico
observadas con la regién control. El bajo nimero de microsatélites utilizado fue al parecer insuficiente
para detectar la sefial de divergencia y poder resolver con mayor certeza el patrén de estructura
genética del tiburén piloto en el Océano Pacifico. La presencia de los tres haplotipos mas comunes
del tiburén piloto a través del Océano Pacifico sugiere una importante cantidad de flujo histérico de
genes entre las regiones Oriental y Occidental. Asimismo, los resultados de migrantes recientes
estimados con los loci microsatelitales muestran un patrén de direccionalidad del flujo de Occidente a
Oriente. La demografia histérica de C. faliformis examinada a través de analisis de neutralidad,
distribuciones de comparaciones pareadas y aproximacion Bayesiana mostré una sefal de expansion
poblacional ocurrida hace aproximadamente 12,000-40,000 afios. En conjunto los resultados tanto de
las estimaciones de flujo génico histérico como de demografia histérica, mostraron que las
poblaciones de C. faleiformis se originaron en el Pacifico Occidental y se dispersaron hacia la region
oriental utilizando la cadena de islas del Pacifico central como piedras de paso. Con base en los
resultados, se sugiere evaluar a C. faliformis como dos poblaciones habitando en el Océano Pacifico,

en los planes de manejo y conservacion de la especie.
y



ABSTRACT

The silky shark Carcharhinus falciformis is found throughout the world’s warm oceans and is often
targeted by commercial fisheries. The analysis of a 732 bp fragment of the mitochondrial DNA
control region and four microsatellite loci, was used to assess the levels of genetic diversity among
populations, the population genetic structure and phylogeography of 363 silky sharks was assessed to
determine genetic divergence and connectivity extent throughout the Pacific Ocean. There were
detected 14 haplotypes with a mean haplotype (0.48 * 0.03) and nucleotide diversity (0.0009 =+
0.00008) being lower than in other shark species. The low genetic diversity observed with the control
region was not coincident with the observed in the microsatellites (Ho = 0.65), possibly as resulted of
a recent colonization event of eastern Pacific populations. Therefore genetic structure pattern
observed with AMOVA analyses in both markers indicated different histories. Whereas the control
region showed a slight but significant difference signal between West and Fast region occurring
approximately 170,161 years ago, no differences were observed for any comparisons between the
groups tested with microsatellites. However, microsatellite data showed a weak but significant signal
of population divergence from pairwise Fy, comparisons between the Western and Eastern Pacific
regions, supporting the genetic differences observed with the control region. Nevertheless, the
number of microsatellite loci used was low, which may prevent to detect a clear signal of divergence
and to resolve with certainty the silky shark pattern of genetic structure in the Pacific Ocean. The
three most common haplotypes were observed through the Pacific Ocean suggesting historical gene
flow between Eastern and Western regions. Also, the results of recent migration estimated with
microsatellite loci showed a pattern of gene flow from West to East. The population history of C.
faletiformis examined using neutrality tests, mismatch distributions and coalescence analyses based on
Bayesian approximations, showed a population expansion signal occurred approximately 12,000-
40,000 years ago. These results in combination with gene flow estimates and historical demography
showed that C. faliformis populations were originated in the Western Pacific and dispersed to the
Eastern region using the islands in the central Pacific as stepping stones. Based on our results and on
the population exploitation levels, we suggest the implementation of a two-stock management strategy
to sustain the long-term use of this resource.
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1. INTRODUCCION

Los procesos de estructuracion de la diversidad genética a través del rango de distribucién de
las especies son complejos. El papel relativo de los diferentes factores que moldean el patrén de
estructura genética varfa para cada especie y es resultado de una amalgama de procesos histéricos y
contemporineos, inttinsecos (biologicos/ecoldgicos) y extrinsecos (fisicos/ambientales)(Kelly y
Palumbi, 2010). En particular las poblaciones pueden variar en conectividad en paisajes heterogéneos
o fragmentados, o estar influida por historias biogeograficas espacialmente diversas que determinan la
variacion genética actual (Excoffier et al., 2009). Para entender la influencia de estos factores, primero
hay que ser capaz de describir y cuantificar la cantidad de variaciéon genética en una poblacién y el
patréon de variacion genética entre poblaciones (Hedrick, 2012), ya que posteriormente puede ser
utilizada para reconstruir la historia evolutiva, examinar la situacién contemporanea e implementar
estrategias de gestion (Hedrick y Hurt, 2012).

En general, en el ambiente marino se ha reportado un bajo grado de diferenciacién genética
entre poblaciones de varias especies de peces (Florin y Héglund, 2007; Cano et al., 2008 y las
referencias ahi citadas; Coté et al., 2013) y las excepciones han sido asociadas con comportamiento
sedentario, distribucion disjunta o filopatria (Palumbi, 1994). El bajo grado de diferenciaciéon de peces
marinos puede ser resultado de varios factores tales como altos niveles de flujo génico, tamafios de
poblacién grandes y/o polimorfismo ancestral atribuido a divergencia reciente de las poblaciones
(Cano et al., 2008).

Uno de los componentes principales de la estructura poblacional es el flujo génico, ya que
determina hasta qué punto cada poblacién local de una especie es una unidad evolutiva independiente
(Slatkin, 1994). El flujo génico homogeniza las poblaciones de una especie (Futuyama, 2009), por lo
tanto si existe una gran cantidad de flujo génico entre poblaciones locales, entonces todas ellas
evolucionan juntas, pero si hay poco flujo génico, cada poblaciéon evoluciona en forma casi
independiente (Slatkin, 1995).

Los perfiles genéticos individuales y la estructura genética de la poblacién llevan firmas
demograficas por que las caracteristicas de la historia de vida y cambios demograficos de las
poblaciones afecta la diversidad genética cuantificablemente (Wakeley, 2005), por lo tanto entender y
predecir como cambia el tamafio de la poblacién con el tiempo es clave ya que el patron de variacion

geografica de la poblacion se vera influido por los cambios tanto histéricos como contemporaneos del



tamafio de la poblacién y el flujo de genes (Vucetich y Waite, 2003; Eckert et al.,, 2008). Una
herramienta comunmente utilizada para esclarecer patrones historicos y evolutivos entre poblaciones
de una misma especie es la filogeografia, (Vazquez-Dominguez et al., 2009), que trata de interpretar el
modo y la extension en que los procesos historicos en la demograffa pudieron dejar marcas evolutivas
en la distribucién geografica actual de los caracteres genéticos (Avise, 2009; Dominguez-Dominguez y
Vazquez-Dominguez, 2009).

La estructura genética en tiburones ha sido caracterizada desde inexistente (por ejemplo (Schrey
y Heist, 2003; Castro et al., 2007), hasta estar bien definida a escalas geograficas finas (por ejemplo
(Keeney y Heist, 20006; Jorgensen et al., 2010). Tentativamente, parece que la fuerte particion genética
entre regiones puede estar asociada con especies costeras o demersales con baja capacidad de
dispersién (Lewallen et al., 2007; Ahonen et al., 2009; Dudgeon et al., 2009), filopatria (Keeney y
Heist, 2006; DiBattista et al., 2008; Portnoy et al., 2010; Gubili et al., 2011; Karl et al., 2011) o factores
ambientales (Chabot y Allen, 2009; Verissimo et al., 2010). En cambio, para algunas especies
oceanicas no se han detectado niveles de diferenciacion intraoceanica (Hoelzel et al., 2006; Castro et
al., 2007; Schmidt et al., 2009), lo cual pudiera significar que las extensiones oceanicas no son una
barrera que limite el flujo génico (Benavides et al., 2011).

El tiburén piloto, Carcharhinus faleiformis es una especie pelagico-costera capturada con
frecuencia tanto como especie objetivo y como captura incidental. De acuerdo con la UICN,
mundialmente el tiburén piloto mantiene un estatus de especie casi amenazada y puede cumplir los
criterios de una especie vulnerable en el centro-este y el Pacifico Sur-Oriental (Bonfil, 2008).

Se desconoce si existen poblaciones discretas del tiburén piloto a lo largo de su area de
distribucién dentro del Océano Pacifico. Sin embargo, se han observado diferencias en aspectos
reproductivos y de edad y crecimiento entre las regiones oriental y occidental del Océano Pacifico
(Joung et al., 2008) y aun dentro de la misma region. Estas observaciones, junto con los datos que
indican los movimientos limitados de individuos marcados en el Pacifico Oriental (Kohin et al., 2000),
sugieren la existencia de algin tipo de diferenciacién genética en las poblaciones que parece
corresponder a un gradiente longitudinal en el Océano Pacifico. Recientemente Galvan-Tirado et al.,
(2013) publicaron el analisis del ADN mitocondprial incluida en este estudio, no obstante antes de este
estudio la unica informacién genética disponible es el trabajo de Castillo-Olguin, (2005) realizado
unicamente para la costa mexicana del Pacifico.

Por tanto, dado que el tiburén piloto es una de las especies mas explotadas y abundantes en el

Océano Pacifico, resulta importante generar informaciéon que permita definir unidades de manejo, a



partir de la existencia de poblaciones distintas entre zonas geograficas donde es capturado. Para el
presente trabajo se analizaron muestras del Océano Pacifico, con la finalidad de determinar la
estructura genética y conocer si presenta algin patrén filogeografico utilizando dos marcadores, la
region control del ADNmt y cuatro loci microsatélites, que ayuden a establecer estrategias adecuadas
dirigidas a la conservacion de C. falkiformis, permitiendo que cada poblacion sea administrada de

acuerdo con sus caracteristicas especificas.



2. ANTECEDENTES

2.1. Biologia de Carcharhinus falciformis

Carcharbinus falciformis (el nombre comun en espafiol es tiburdn piloto, sedoso o aleta de carton;
silky shark en inglés y requin soyeux en francés) (Fig. 1), pertenece a la familia Carcharhinidae; es una
de las mas importantes por su gran diversidad de especies y presentan amplia distribucién geografica
en aguas tropicales y templadas (Fig. 2). Siendo en aguas tropicales la familia dominante, tanto por la
abundancia de sus poblaciones como por la amplia diversidad de especies que presenta.

A escala mundial se conoce parte de la biologia de C. faliformis, debido a su frecuente presencia
en las capturas de atunes, picudos y otras especies (Bane, 19606; Stevens, 1984; Bonfil et al., 1993). En
el Océano Pacifico Central y Oriental, esta especie se encuentra en las Islas Carolinas, Hawaii,
Phoenix y Line, extendiéndose a las Islas Cocos, Revillagigedo, Clipperton y Malpelo (Compagno,
1984). Recientemente, Oshitani et al., (2003), registraron a Carcharhinus faleiformis a lo largo del Océano
Pacifico Central. En la costa Oriental del Océano Pacifico, se encuentra desde la Peninsula de Baja
California hasta Perd (Compagno, 1984). En el Océano Pacifico Occidental ocurre en Tailandia,
Filipinas, Nueva Caledonia, Nueva Zelanda, China y Taiwan. También en las islas Carolina y la linea
de Islas hacia el este.

Se alimenta principalmente de peces, tanto pelagicos como costeros, asi como de calamares,
pulpos y cangrejos pelagicos (Compagno, 1984). Bane, (1966) reportd que este tiburdén se asocia y se
alimenta de atunes aleta amarilla (Thunnus albacares) y barriletes (Katsuwonus pelamis).

Es una especie con tipo de reproduccion vivipara placental, y el nimero de embriones por
camada varfa entre las diferentes areas geograficas que incluyen su distribuciéon. En aguas del Banco
de Campeche se reporté que las hembras tienen de 10 a 12 crias por camada, con una longitud total
(LT) al nacer de 76 cm (Bonfil et al., 1993). En el Océano Pacifico Oriental es generalmente de 2 a 14
(Fisher e al., 1995), aunque se han registrado de 1 a 16 (Oshitani et al., 2003) embriones por camada.
En aguas del Golfo de California se han registrado de 1 a 12 embriones por camada, los cuales miden
al nacer entre 70 y 87 cm LT.

La talla de madurez del tiburén piloto se ha estimado a los 193-200 cm LT (6-7 afios) para
hembras y 186 cm LT (>4 afios) para machos en el océano Pacifico Central (Oshitani et al., 2003); de
238-250 cm LT para hembras y 214 cm LT para machos en el Pacifico Sur (Stevens, 1984); de 210—
220 cm LT (9.2-10.2 afios) para hembras y de 212.5 cm LT (9.3 afos) para machos en el Océano

Pacifico Occidental (Joung et al., 2008). Estas variaciones en la talla de madurez han sido relacionadas



con un gradiente latitudinal (Tabla 1). También se especula que estas diferencias se podrian deber a la
falta de un ciclo reproductivo definido para ésta especie, es decir, que puede aparearse y dar
nacimiento a las crfas a lo largo del afio.

Los movimientos migratorios de ésta especie también son poco conocidos. Las individuos
parecen moverse desde el ecuador hacia latitudes ligeramente mads altas durante el verano en el
Océano Pacifico Oriental (Strasburg, 1958) y este patron de migraciéon podria ocurrir en otras
regiones a través del Océano Pacifico (Bonfil, 2008). Estudios de marcado previos indican que los
tiburones piloto se mueven en un amplio intervalo, aunque no se han reportado movimientos
transoceanicos (movimientos a través de la misma cuenca) (Mejuto et al., 2005; Kohin et al., 2006). En
un programa de marcado-recaptura, se observo a un tiburén piloto viajar cerca de 2,500 km desde
Costa Rica a la boca del Golfo de California (Kohin et al., 2006). Otras hembras marcadas en la
Reserva Marina de Galapagos, emigraron mas de 2,200 km al norte de Clipperton
(http://migramat.org/hi/).

Algunos estudios sugieren que los recién nacidos tienen preferencias demersales y, junto con
algunos de los primeros juveniles, ocupan areas de crianza en aguas de la plataforma continental
(Branstetter, 1987; Bontfil, 1997). Algunos juveniles se unen a los subadultos y adultos en los habitats
mas oceanicos (Bonfil, 2008).

Por otra parte, esta especie estd asociada con objetos flotantes naturales y los dispositivos
agregadores de peces, que promueven la distribucién a través de las zonas oceanicas (Watson et al.,
2009). Sin embargo, no se sabe hasta qué punto estos movimientos se traducen en flujo génico eficaz
entre las poblaciones.

La pesca de tiburén piloto se realiza en toda su zona de distribucién y para su captura
generalmente se emplean palangres de superficie, redes fijas de fondo y en algunos lugares también
redes de enmalle de superficie (Compagno, 1984). Es uno de los tiburones mas abundantes en las
capturas de la pesqueria artesanal, por lo que se considera como una especie objetivo por esa
pesquerfa y es explotado de manera comercial tanto a nivel nacional como internacional (Bonfil,
1990). Su carne se vende fresca o seca-salada dentro de la categoria “primera especial”, constituyendo
parte importante en la dieta de diversos grupos de asentamientos humanos (Compagno, 1984; Bonfil,
1990). Hay algunas pesquerias costeras multiespecificas intensivas de tiburones que capturan grandes

cantidades de ésta especie, principalmente en la costa del Pacifico de América Central y el Océano

fndico (Bonfil y Abdallah, 2004; Bonfil, 2008).



El tiburén piloto es también uno de los tiburones mas comunes en la captura incidental de la
pesquerfa de palangre del atun tropical y de la pesca de cerco en todo el Océano Pacifico (Roman-
Verdesoto y Orozco-Zoller, 2005; Watson et al., 2008) y representa del 2 al 30% de todas las especies
de tiburdn capturados en el Océano Pacifico (Au, 1991; Matsunaga y Nakano, 1996).

Desde 2009 la Comision Interamericana del Atan Tropical (CIAT) y la Comision de Pesca del
Océano Pacifico Central y Occidental (WCPFC, por sus siglas en inglés) han trabajado para recolectar,
procesar y analizar los datos del tiburén piloto. (WCPFC, 2012; IATTC, 2013). En el Océano Pacifico
Oriental se intent6 una evaluacion de la poblacién cubriendo el periodo 1993-2010, con base en la
informacion acumulada para este periodo; sin embargo, el conocimiento incompleto de la captura
total ha sido un problema. Aunque una evaluaciéon formal del tiburén piloto no se ha podido
completar, la informacion disponible ha sido suficiente para formar la base de las recomendaciones de

ordenacion precautorias de esta especie en el OPO (IATTC, 2013).

2.2. Estudios de genética de poblaciones y filogeografia en tiburones

En los ultimos afios la descripcién de estructura genética poblacional y de los patrones
filogeograficos a escalas tanto regionales como globales, usando marcadores mitocondriales y
nucleares, han ampliado la comprension de los procesos histéricos y contemporaneos que han
influenciado los patrones de distribucion de los tiburones. Los marcadores moleculares que han
presentado mayor utilidad en éstos estudios han sido la regién control y los microsatélites.

Los marcadores moleculares como la region control del ADN mitocondrial (ADNmt), asi
como marcadores altamente variables como los microsatélites, han sido una herramienta utilizada
exitosamente para estimar niveles de diversidad genética y divergencia entre diferentes poblaciones de
peces y tiburones (Heist et al., 1995; Haig, 1998). No obstante la utilidad que han mostrado estos
marcadores en estudios de la estructura genética poblacional en especies de tiburones, varios estudios
demuestran que es importante utilizar diferentes tipos de marcadores moleculares, ya que éstos
pueden ser influenciados por distintos factores y/o diferentes grados de los mismos factores (como
tipo de herencia y la tasa de substitucion nucleotidica), y por lo tanto emiten informacién distinta
(Chatlesworth, 1998), lo que permitirfa reconstruir la historia evolutiva de las especies con mayor
precision al complementar la informacién genética poblacional.

La region control forma parte del ADN mitocondrial (ADNmt) el cual se transmite por via

materna. Hsta caracteristica es importante ya que proporciona una perspectiva sobre la conducta



reproductora de las hembras (Bowen y Avise, 1995).y representa tan solo un cuarto del tamafio
efectivo poblacional, por lo que se pueden detectar cambios en la demografia de una forma mas
sensible. Ademads, al tratarse de una regiéon no codificante, es la que presenta una mayor variabilidad
genética, lo que la convierte en una herramienta util a la hora de resolver la estructura genética a nivel
intraespecifico y en estudios filogeograficos (Lanteriy y Confalonieri, 2003).

Por su parte, los microsatélites o “short-sequence repeat tandem” (SSRT) son segmentos cortos
de ADN de 1 a 6 pb, los cuales se repiten en tandem y de forma aleatoria en el genoma de los seres
vivos (Litt and Luty, 1989; Hedrick and Miller, 1992; Zane et al., 2002). El elevado polimorfismo que
presentan estos marcadores y la posibilidad de poder detectar ambos alelos, los hace utiles para
identificaciones individuales, ya que es poco probable que dos individuos elegidos al azar, si son
analizados para una serie de marcadores, compartan todos sus alelos (Aranguren ef al, 2005). Esto
permite estimar los niveles de variabilidad genética dentro de las poblaciones y analizar las relaciones
genéticas existentes entre las mismas, asi como hacer estimaciones del tamano efectivo poblacional y
flujo génico ya que tienen el poder para lograr distinguir altas tasas de migracion de la panmixia
(Meekan et al., 2006; Selkoe y Toonen, 2000).

Una de las aplicaciones mas amplias de los estudios filogeograficos y de genética de poblaciones
ha sido determinar el grado de la estructura poblacional de las especies a lo largo de su area de
distribucion, asi como reconocer grupos intraespecificos (subespecies, poblaciones, etc.), estimar
tiempos de divergencia y establecer las causas de la diversificacién y distribucion geografica (Avise,
2000). También ayuda a detectar ciertas caracteristicas del comportamiento de la especie, como
filopatria al sitio natal o fidelidad al grupo social, ya que estos factores pueden determinar que la
estructura poblacional sea fuerte, a pesar de la gran capacidad de dispersion. Otro tipo de factores que
pudieran afectar la variacion genética existente estan relacionados con aspectos histéricos como
reducciones drasticas del tamafio poblacional o cuellos de botella (Rogers y Harpending, 1992), que
pueden generar algunos patrones en los parametros poblacionales factibles de ser modelados.

Debido a que los elasmobranquios presentan historias de vida diferentes a aquellas de los peces
teledsteos (fertilizacion interna, sin fase larval pelagica, tamafio de la poblacién reducida, crecimiento
lento, tiempo generacional largo y alto potencial filopatrico) se espera que la diferenciacién genética
poblacional ocurra a una escala espacial pequefia y estar influenciada por el comportamiento de las
especies mas que por barreras geograficas (Ovenden et al., 2009). Dentro de los estudios realizados
con diversos marcadores moleculares se han observado principalmente tres procesos responsables de

los patrones de diferenciacion genética espacial de este grupo de organismos.



1. Filopatria. En algunas especies de tiburones como Negaprion brevirostris, Carcharodon
carcharias, Sphyrna lewini Carcharbinus limbatus, C. plumbens y C. lencas se han reportado diferencias
significativas entre poblaciones dentro de la misma cuenca ocednica, dada principalmente por
comportamientos intrinsecos de las especies como filopattia.

Feldheim et al. (2001) utilizaron microsatélites de Negaprion brevirostris en el Atlantico Oeste,
mostrando por primera vez la utilidad de estos marcadores para el estudio de la estructura genética de
las poblaciones y los sistemas de apareamiento en condrictios. Los resultados de este estudio y de
estudios posteriores mostraron que esta especie presenta poca estructura genética, mientras que las
hembras reproductivas muestran alta filopatria al area de nacimiento y una alta poliandria en las
camadas (Feldheim et al., 2002, 2004; DiBattista et al., 2008).

En el tiburén blanco, Carcharodon carcharias se ha detectado una fuerte estructura genética entre
Sudafrica, el Atlantico y el Indo-Pacifico con la regién control (Jorgensen et al., 2010; Gubili et al.,
2011), pero Pardini et al. (2001) no encontraron evidencia de subdivision genética con cinco loci
microsatélites, proponiendo comportamiento filopatrico en hembras para explicar las discrepancias
entre los dos marcadores.

Un estudio global del tiburén matillo, Sphyrna lewini basado en la region control mostro
evidencia de tres linajes divergentes: uno entre Africa sureste y el Indo-Pacifico oeste y dos linajes del
Pacifico Oriental y el Indico y el otro en el océano Atlantico y el Pacifico Oriental (Duncan et al.
2000).

La estructura genética y filogeografia a una escala global fue investigada con la regioén control y
microsatélites, para el tiburdn puntas negras Carcharbinus limbatus y el tiburdn marrén C. plumbens,
ambas especies costeras. Estos estudios revelaron relaciones espaciales y temporales complejas entre
poblaciones que sugieren filopatria por parte de las hembras inferidas con la regién control,
contrastando con una estructura genética en los microsatélites que sugiere flujo génico mediado por
los machos (Keeney et al., 2003, 2005; Keeney y Heist, 2006; Portnoy et al., 2010).

Karl et al., (2011) utilizaron la regién control y cinco loci microsatélites para investigar la
estructura genética del tiburdn toro Carcharbinus lencas. Los andlisis indicaron estructura genética
significativa con la region control entre la regiéon sur y norte del océano Atlantico. Sin embargo, los
datos microsatélites no confirmaron esta estructura.

2. Factores oceanograficos. Otros autores observaron estructura poblacional debida a
factores oceanograficos como la temperatura del agua, creando barreras termales al flujo génico como

ha sido para las poblaciones de Squalus acanthias y Galeorhinus galeus.



Estudios moleculares mostraron fuerte divergencia para el tiburdn Squalus acanthias, para tres
regiones diferentes del ADNmt (region control; citocromo oxidasa I y el gen ND2) y ocho loci
microsatélites, formando dos grupos genéticamente distintos: uno exclusivo del Pacifico Norte y otro
incluyendo organismos del Pacifico Sur y el Atlantico. Las diferencias en la historia de vida y
diversidad genética en S. acanthias son consistentes con la existencia de una barrera al flujo génico dada
por las aguas calidas y tropicales de las latitudes bajas (Verissimo et al., 2010).

En un estudio global del tiburon musola, Galeorhinus galeus, se observé una subdivision genética
con la regién control del ADNmt a través del océano Indico, sugiriendo que las aguas calidas de esta
cuenca restringen la dispersion de especies con distribucion en aguas templadas, ilustrando la
importancia de la corriente ecuatorial calida como una barrera termal a la dispersién dentro de los
océanos (Chabot y Allen, 2009).

3. Capacidad de dispersion. Algunas especies de tiburones, especialmente demersales y que
presentan escasa vagilidad, han mostrado estructura genética basada en analisis de aislamiento por
distancia como por ejemplo en Sguatina californica, Triakis semifasciata, Stegostoma fasciatum y Carcharias
taurus.

La escala mas pequefia sobre la que se ha observado estructura genética poblacional ha sido
para el tiburén angelito, Squatina californica. En un estudio utilizando aloenzimas se observo
diferenciacion significativa entre las islas de Canal de California, separadas por una distancia <100 km,
consistente con la baja vagilidad de esta especie (Gaida, 1997).

Lewallen et al., (2007) analizaron la estructura genética de Triakis semifasciata a través de ADNmt
y microsatélites. La region control del ADNmt revel6 niveles de variacion genética relativamente
bajos, en contraste los microsatélites fueron altamente polimorficos, los cuales mostraron un patron
de aislamiento por distancia estadisticamente significativa a través del rango de distribucion de la
especie.

El tiburén zebra, Stegostoma fasciatum mostrd subdivision genética para ND4 y 13 loci
microsatélites entre el norte de Australia y el sur de Asia (Dudgeon et al., 2009).

El tiburén sarda, Carcharias tanrns mostré diferenciacion poblacional entre seis regiones
geograficas con regiéon control y seis microsatélites con baja diversidad genética dentro de las
poblaciones. Hubo evidencia de aislamiento de las poblaciones del Atlantico noroeste y Brasil y
Sudafrica. Esta estructura filogeografica es tipica de especies demersales que muestran movimiento

limitado o movimientos migratorios fijos (Ahonen et al., 2009).



En cambio, para organismos oceanicos como el tiburén ballena y el tiburén peregrino no se
han detectado niveles de diferenciacién intraoceanica, debido probablemente a los altos niveles de
migracidon que poseen estas especies.

El tiburdn peregrino, Ceforhinus maximus no mostré estructura genética entre océanos, con solo
seis haplotipos mitocondriales de la regién control a nivel global y baja diversidad genética, sugiriendo
una expansion poblacional precedido de un evento de cuello de botella o un flujo génico de amplio
rango mediado por las hembras (Hoelzel et al., 2000).

El tiburén ballena, Rbincodon typus no mostrd estructura significativa con la regiéon control en el
Golfo de California (Ramirez-Macias et al., 2007), pero se observaron ligeras diferencias entre el

Atlantico y el Indo-Pacifico con la regiéon control y microsatélites (Castro et al., 2007; Schmidt et al.,

2009).

2.3. Estudios de genética de poblaciones y filogeografia en C. falciformis

Para el tiburén piloto, los estudios de genética son escasos y dirigidos principalmente a
identificar por métodos genéticos varias especies de tiburones (Shivji et al., 2002; Chan et al., 2003;
Clarke et al., 2006). El tnico estudio especifico que ha abordado aspectos poblacionales y genéticos de
Carcharbinus faleiformis es el de Castillo-Olguin, (2005), quien mediante la técnica de la amplificacion
aleatoria de ADN polimérfico s (RAPDs, por sus siglas en inglés) y el polimorfismo de
conformacion de una sola cadena (SSCP, por sus siglas en inglés) en el citocromo b del ADNmt,
detecté niveles significativos de variacién genética entre las muestras recolectadas a lo largo del
Pacifico mexicano. Observo un patrén de divergencia con RAPD’s que sugiere la presencia de una
estructura genética compleja, sin embargo, no fue confirmada mediante el analisis de la region del

citocromo b.

2.4. Area de estudio
El Océano Pacifico constituye la mas larga y profunda cuenca del mundo, ocupando mas de la
tercera parte de la superficie terrestre. Tiene una area superficial de 181.34 x 10° Km®, un volumen de
714.41 x 10° Km’ y una profundidad media de 4,188 m y maxima de 11,022 m (Kennish, 2001).
La circulacién superficial del Océano Pacifico (Fig. 3) consiste de un giro en sentido de las
manecillas del reloj en la zona Norte y un giro contrario en la zona Sur. En la region al Norte del

Ecuador se encuentran dos corrientes transoceanicas : la corriente Ecuatorial Norte y la denominada
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corriente del Pacifico Norte y sus correspondientes corrientes limitantes: Kuroshio y California;
mientras que en el Pacifico Sur existe un sistema de corrientes analogo con la corriente Ecuatorial Sur,
la corriente de Pert y la corriente Oriental Australiana (Kennish, 2001). Otra corriente denominada
corriente submarina Ecuatorial se encuentra en el Ecuador en profundidades entre 100-200 metros
(Walsh et al., 2008).

En cuanto a la termoclina en el Océano Pacifico, esta llega a ser hasta cuatro veces mas
profunda en la zona Occidental que en la Oriental (Erickson 2003) lo que confiere una importante
diferencia en cuanto al escenario fisico para las poblaciones icticas en las regiones mencionadas.

California y Pert son las regiones que presentan las surgencias con los valores mas altos en
concentracién de nutrimentos comparada con los dos sistemas de surgencias de Africa debido a que
estan localizadas en el Pacifico, en donde la circulaciéon termohalina ha permitido el incremento de la
concentraciéon de nutrimentos en aguas profundas en relaciéon al Atlantico (Grantham et al., 2004).
Esto ha permitido que el sistema de surgencias de la costa Peruana mantenga la mas grande pesqueria
mundial (Chavez et al., 2008). Adicionalmente, tanto en el Pacifico como en el Atlantico se crean
divergencias por el viento y las corrientes ecuatoriales en extensas areas cerca al ecuador ocasionando
la surgencia conocida como Regiones de Surgencia Ecuatoriales (Lavin et al., 2000)

La temperatura superficial del mar (TSM) en el Pacifico tropical durante condiciones normales
es por lo general entre 6 © y 8 © C mis alta en el oeste que en el este. Esta disparidad se debe al hecho
de que los vientos alisios soplan generalmente hacia el oeste, en la zona ecuatorial, generando
surgencias de agua fria a lo largo del ecuador y de la costa de América del Sur (Flores-Morales et al.,
2009).

En el Pacifico Oriental Tropical hay una regiéon donde la donde la TSM es mas caliente que
28,5 © C durante todo el afio. Esta zona, conocida como la piscina caliente del Pacifico Oriental, se
extiende en una franja que va de 6 ° N a 15 ° N y desde aproximadamente 120 © hacia el este hasta la
costa mexicana (Flores-Morales et al., 2009). En la region Occidental se encuentra la piscina del Indo-
Pacifico igualmente caracterizada por persistente TSM >28° C (Wang y Mehta, 2008).

La barrera Oriental del Pacifico, situada entre la linea de islas en el Pacifico Central y el Atolén
de Clipperton en el Pacifico Oriental es considerada la barrera mas ancha del mundo, separando por
aproximadamente 5000 Km de agua profunda a la zona Central y Oriental del Pacifico (Grigg y Hey,
1992). Esta barrera ha constituido un gran obstaculo en el ambiente marino para la dispersion de
muchos organismos al no haber islas que sirvan como piedras de paso durante la migracioén (Grigg y

Hey, 1992). Sin embargo, hay algunas excepciones en organismos que estan representados en ambos

11



lados de la barrera, llamadas especies “transpacificas”. Lessios et al., (1998), sefialan que la presencia
de estas especies en ambos lados de la barrera es resultado del transporte de larvas a lo largo de la
barrera facilitado por el movimiento de la cadena de islas dentro del flujo de la contracorriente
ecuatorial durante finales del Pleistoceno.

En otro estudio realizado con peces se report6 a dieciocho especies genéticamente similares a
lo largo de la barrera asociado a una dispersion esporadica a través de ella (Lessios y Robertson, 2000).
Los autores concluyen que mas que la barrera del Pacifico Oriental sea inefectiva, es mas bien un
filtro esporadicamente permeable.

En contraste, otros autores seflalan que esta distribucion de las especies es el relicto de
distribuciones continuas presentes en el mar del Tethys y que se separaron como producto del
desarrollo de la barrera. (Lessios et al., 1998).

Para algunas especies de tiburones esta barrera ha actuado como una barrera oceanica
impasable como por ejemplo para N. brevirostris (Schultz et al., 2008), pero solamente como una fuerte

barrera al flujo génico para S. fewini y . obesus (Duncan et al., 2006; Whitney et al., 2011).
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3. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

Como resultado de la informacion anterior surgen las siguientes interrogantes:

¢Cuantas poblaciones genéticamente discretas de Carcharbhinus falciformis habitan en el Océano
Pacifico y cual es el grado de flujo génico entre ellas?

¢Qué factores han influido en el patrén diversidad geografica actual?

¢Bl patrén de diversidad actual del tiburén piloto puede ser explicado por procesos

demograficos histéricos o contemporaneos?

4, HIPOTESIS

El tiburén piloto presenta diferencias en talla y edad de primera madurez entre las regiones
Oriental y Occidental del Océano Pacifico por lo que se esperaria que estas caracteristicas redundaran
en una diferenciacion genética a nivel regional del Océano Pacifico. Aunado a ello, aunque esta
especie es considerada como altamente migratoria, no se conoce el alcance de sus movimientos a
través del Océano Pacifico y no se tiene registros de movimientos transoceanicos por lo que se
esperarfa un flujo génico restringido a través de esta cuenca y que se viera reflejado en la presencia de
un patron filogeografico.

Se ha sugerido que el tiburén piloto se dispersé a través del Océano Pacifico utilizando la
cadena de islas del Pacifico Central como piedras de paso por lo que se esperaria recobrar evidencia

demografica que indique una sefial de expansion en sentido Occidental-Oriental.
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5. OBJETIVOS

General:

o Describir la estructura genética poblacional y la distribuciéon filogeografica, asi como
reconstruir la historia demografica de Carcharbinus faleiformis en el Océano Pacifico con la
finalidad de evaluar si es posible la definicién de stocks o unidades de manejo apropiadas

para un aprovechamiento adecuado y la consecuente conservacion de la especie.

Especificos:

. Caracterizar la variabilidad genética de C. falifromis en el OP.

. Determinar si existe una estructura genética poblacional del tiburén piloto en el OP.

. Estimar flujo génico, en caso de estructuracion genética de las poblaciones.

. Elucidar la distribucion filogeografica de la diversidad genética de la especie.

. Reconstruir la historia demografica para conocer, de ser posible, los procesos que

influenciaron el patrén de distribucion actual de la especie.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Toma de muestras y analisis de laboratorio

Para el presente estudio, se recolectaron 362 muestras de musculo de tiburones piloto en el
Océano Pacifico provenientes de 51 lances de pesca realizados por barcos atuneros, desde 22° Latitud
Norte hasta 13° Latitud Sur y entre 81° y 156° Longitud Oeste (Tabla 2). El resto de las muestras
fueron obtenidas de las capturas comerciales realizadas por las pesquerfas artesanales en la zona
costera: 40 muestras de la costa Occidental de Baja California Sur (Punta Belcher y Punta Lobos), dos
del Golfo de California (Punta Arenas), 147 del Golfo de Tehuantepec (Puerto Escondido, San
Agustinillo y Chipehua, Oaxaca y Puerto Madero, Chiapas), 18 de Costa Rica y 40 de Manta, Ecuador
(Fig. 3).

En el Océano Pacifico Occidental se tomaron ocho muestras de las costas de Nueva Caledonia
y 40 de Indonesia (Tabla 2). Las muestras de musculo fueron congeladas y posteriormente
preservadas en etanol al 95% o en buffer DMSO y almacenadas a temperatura ambiente para su
procesamiento y analisis. De algunas muestras obtenidas en el Océano Pacifico Oriental se registré el
sexo, la longitud total y cuando fue posible también el estado de madurez de los organismos
incluyendo hembras y machos juveniles (desde 80 cm de longitud total) y maduros (hasta 210 cm de
longitud total).

El analisis de las muestras se realizé tanto en el Laboratorio de Genética de organismos
acuaticos del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologifa (UNAM) como en el Laboratorio de

Genética para la Conservacion del CIBNOR.

6.2. Extraccion y amplificacion del ADN

6.2.1. Region control del ADNmt

A partir del tejido muscular recolectado, en el Laboratorio de Genética del ICMyL se obtuvo
ADN genoémico siguiendo el protocolo de extraccion descrito por Laird et al., (1991).

Se utilizaron los iniciadores reportados por Stoner et al., (2003): ElasmoCR15642F: 5-TTG
GCT CCC AAA GCC-3 (posicion 15619-15642 relativo a la secuencia de Squalus), y
ElasmoCR16638R: 5-CCC TCG TTTTWG GGG TTT TTC GAG-3’ (nucleétidos 16638—-16661)
para amplificar la regién control del ADN mitocondrial de C. faliformis mediante la reacciéon en cadena

de la polimerasa (PCR).
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La mezcla de reactivos para la PCR se realizé con una concentraciéon de 1x PCR de buffer (10
mM Tris-HCI 50 mM KCI, pH 8.3), 3 mM de MgCl,, 0.2 mM de cada dNTP, 0.1 mM de cada
iniciador, 1.25 unidades de Taq platinum DNA polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, CA) y 0.32 pLL de
ADN (50-100 ng) para obtener un volumen final de 15 uLL por reaccion.

Se realizaron varios ensayos de PCR con diferentes diluciones de ADN (stock, 1:10 y 1:20) y
diferentes temperaturas de alineamiento de los iniciadores (56 y 58°C) para conocer las condiciones
optimas de concentraciéon y temperaturas de amplificaciéon. Una vez amplificados los fragmentos
fueron visualizados en geles de agarosa al 1%. Las condiciones de cada corrimiento fueron de 90
voltios por 40 min. Después de transcurrido el tiempo de electroforesis los geles fueron tefiidos con
bromuro de etidio por aproximadamente 20 min.

La concentracion 6ptima de ADN se seleccioné con base en los productos de PCR con los que
se obtuvieran bandas claras, bien definidas y con el menor barrido posible. En el caso de la region
control, la dilucién 1:10 y 58°C de alineamiento, fueron las condiciones de PCR con las que se
lograron mejores amplificaciones.

Las condiciones de amplificaciéon por PCR consistieron de un ciclo de desnaturalizaciéon a 94
°C por 5 min; 35 ciclos consistiendo cada uno de 60 s de desnaturalizacion a 94 °C, 60 s de
alineamiento a 58 °C y 3 min de extensién a 68 °C; y un ciclo final de extensién por 7 min a 72 °C.

Una vez definidas las condiciones 6ptimas de PCR, se eligieron 5 individuos de cada localidad
de colecta de la zona costera para ser amplificados en volimenes de 50 L y purificados mediante el
kit de purificaciéon Quiagen. Los productos purificados también fueron corridos en geles de agarosa al
1% para verificar la amplificacién y posteriormente enviados a secuenciar al Laboratorio de Biologia
Molecular del Instituto de Biologia de la UNAM.

Una vez obtenidas las secuencias se verific6 que fueran claras y lo mas limpias posible Sin
embargo, debido a que en las secuencias se observo muchas inespecificidades, se decidié disefiar
iniciadores internos. Para ello, esas secuencias se limpiaron dentro de lo posible y se alinearon. El
disefio de los iniciadores se realizé con Primer3 v. 0.4.0 (Rozen y Skaletsky, 2000) y se enviaron a
sintetizar al Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

Se disenaron 3 iniciadores en direccion “reverse” (Tabla 3), ya que con el iniciador
ElasmoCR15642F el principio de las secuencias se obtenian con buenos resultados. Dichos
iniciadores fueron probados con muestras de ADN de 2 organismos a diferentes temperaturas de
alineamiento (58-60°C) y tres diluciones de ADN (stock, 1:10, 1:20) para observar si habia

amplificacion y la calidad de la misma. Se obtuvieron mejores productos de PCR a una temperatura de
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alineamiento de 58°C y una dilucion 1:10. Se procedié a amplificar dichas muestras en volumenes de
50 pLL y los productos obtenidos, purificados mediante columnas de purificacion QIAquick (Qiagen,
Valencia, CA). Los productos purificados fueron probados en geles de agarosa al 1% y enviados a
secuenciar al Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de Biologfa, UNAM.

Las secuencias obtenidas con los tres iniciadores fueron de buena calidad, no obstante, se eligid
trabajar con el iniciador Cfalc806-R, ya que se obtenfan fragmentos mas largos. Se probé el iniciador
con el resto de las muestras y de las que se obtuvo amplificaciéon positiva se enviaron a secuenciar a la

Compaififa Macrogen (http://dna.macrogen.com/eng/).

6.2.2. Microsatélites

Debido a que el ADN utilizado para la amplificacion de la region control se degradé y era dificil
o nula la amplificacion de los loci con los iniciadores microsatélites, en el Laboratorio de Genética
para la Conservacion del CIBNOR, se obtuvo ADN genémico siguiendo el protocolo de Aljanabi y
Martinez, (1997).

Una vez finalizada la extraccién se comprobd la calidad y cantidad de ADN mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1% y revelados con bromuro de etidio. Asimismo se cuantificé la
concentracién de ADN con un biofotometro Eppendorf, para lo cual se diluyé 2 ul. del ADN a
cuantificar en 98 ul. de agua mili ¢ (MQ). Con estos datos se realizaron diluciones con el fin de
obtener concentraciones homogéneas en las muestras de aproximadamente 40-50 ng/ul. de ADN

total para su posterior uso en la PCR.

6.2.2.1. Amplificaciéon cruzada de iniciadores microsatélites

Los iniciadores microsatélites desarrollados para una especie, frecuentemente funcionan en
especies congenéricas y, algunas veces, en miembros de géneros relacionados, aunque también se han
reportado casos donde falla la amplificaciéon (Schrey y Heist, 2002, 2003; Keeney y Heist, 2003;
Dudgeon et al., 2006; Ovenden et al., 2006; Portnoy et al., 2006, 2007; Daly-engel et al., 2007; Nance
et al., 2009). Dado que no han sido reportados iniciadores especie especificos para el tiburén piloto se
utilizaron iniciadores diseflados para dos especies congenéricas: ocho iniciadores reportados por
Keeney y Heist (2003) para C. limbatus y tres reportados por Heist y Gold (1999) para C. plumbens
(Tabla 4).
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Las reacciones de PCR se hicieron en volumenes de 10 pl. Los fragmentos amplificados
fueron separados en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 6% los cuales se corrieron en una
camara de electroforesis vertical Fisher Science, con buffer TBE 0.5X, a 1800 voltios, 100mA, 80
watts durante 1.5-2 horas, intentando mantener una temperatura entre 50 y 55°C.

La visualizacion de los fragmentos se realizé mediante la técnica de tincién de plata descrita por
Benbouza et al. (2006). Los geles fueron escaneados con un Scaner HP, para tener registro de éstos en
imagenes y se genotipifico el tamafio de los alelos con ayuda del programa Gelanalizer
(http:/ /www.gelanalyzer.com/).

Para probar de una manera rapida y sencilla la amplificacién y polimorfismo de los iniciadores,
se realizé un ensayo de PCR para el cual se eligieron tres muestras de diferente localidad y calidad de
ADN. Cada muestra fue probada con cada iniciador a tres concentraciones diferentes de MgCl, (1.5, 2
y 2.5 mM) y un gradiente de temperatura de 56 a 66° C.

La mezcla de reactivos para la PCR se realizé con una concentracion final de 1 mM de buffer,
1.5, 2y 2.5 mM de MgCl,, 0.8 mM pL de dNTP’s, 0.6 mM de cada iniciador, 0.03 U/uL de Taq, 1 pL
de ADN y la cantidad de H,0O MQ) necesaria para obtener un volumen final de 10 uL. por reaccion.

Las condiciones de PCR fueron las mismas para todas las reacciones: un ciclo a 94°C durante 5
min, 35 ciclos de desnaturalizacién a 94°C durante 1 min, alineacién a 56-60° C durante 1 min y
amplificacion a 65°C por 3 min, més un ciclo final de extensién a 72°C durante 7 min.

Los iniciadores que resultaron monomorficos fueron descartados del estudio por ser no
informativos. Los que presentaron polimorfismo fueron probados con un mayor nimero de muestras
a la concentraciéon de MgCl, y temperatura de alineamiento que presenté mejor amplificacion de
acuerdo con los resultados del ensayo anterior.

Solamente seis de los once pares de iniciadores probados mostraron ser polimoérficos (Cli-7,
Cli-1006, Cli-107, Cli-112, Cli-119 y Cpl-6). Se realizaron diferentes ensayos con éstos iniciadores para
conocer las mejores condiciones de amplificaciéon. Se genotipificaron tres loci (Cli106, Clil07 y

Cli119) de casi la totalidad de las muestras (Tabla 5) para el analisis de datos.

6.2.2.2. Disefo de iniciadores microsatélites de novo para C. falciformis

Debido a que no han sido reportados iniciadores microsatélites especificos para el tiburén
piloto y a que muchos de los iniciadores que estaban siendo probados por amplificacién cruzada,

resultaron monomoérficos o dificiles de amplificar, se decidié realizar el disefio de iniciadores
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microsatélites especificos para C. faliformis, paralelo a la amplificacion cruzada de loci microsatélites
que mostraron polimorfismo para tener un estudio mas informativo.

Se realizaron dos librerfas genémicas enriquecidas con base en el protocolo reportado por
Glenn y Schable,(2005), con algunas modificaciones.

El ADN genémico (ADNg) fue extraido de dos muestras distintas siguiendo el protocolo de
extraccion de Aljanabi y Martinez (1997). La eleccion de la muestra para realizar la librerfa genémica
se hizo de acuerdo a la que presentaba mayor concentracién y calidad de ADN, para posteriormente
llevatla a una concentraciéon de 100 ng/pl. La muestra fue digerida con la enzima Rsa I durante dos
horas a 37°C (Fig. 5). Posteriormente se realizé la ligacion utilizando el ligador SuperSNX a 16°C
durante 16 horas.

Al producto de la ligaciéon se hibridaron dos sondas de dinucleétidos biotinilados (CT,; y
GT,,) mediante PCR y el producto resultante fue mezclado con 50 ul. de perlas magnéticas
(Dynabeads M-280 Invitrogen). Esta mezcla fue lavada dos veces con 400 pL. de solucién estandar de
citrato de sodio 1x (SSC), 0.1% dodecil sulfato de sodio (SDS) y cuatro veces con SSC 2x, 0.1% SDS,
dos a temperatura ambiente y dos a 53°C incubando la mezcla en un bafio marfa. Los fragmentos
enriquecidos fueron removidos de las perlas magnéticas por desnaturalizaciéon a 95°C durante cinco
minutos y precipitados con 22 uL. de acetato de sodio 3M y 444 ul. de etanol al 95%.

El ADN enriquecido fue recuperado por PCR y el producto obtenido se utilizé para la
clonacién con el kit TOPO TA Cloning kit (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Después de una hora de incubacion a 37° C en medio de cultivo nutritivo SOC, las células bacterianas
(E. coli) fueron sembradas en placas de Petri con medio LB agar solido con 2% de ampicilina y se
dejaron en incubacioén por 24 hrs.

Se recuperaron 92 clonas bacterianas con inserto de la sonda GT y 97 clonas con inserto CT.
Las colonias bacterianas fueron amplificadas utilizando los iniciadores universales M13 (-20) para
verificar que la clona tuviese un inserto y poder seleccionar fragmentos de diferente longitud (Fig. 6).
Adicionalmente se realizaron PCRs de barrido para comprobar que en el inserto hubiese un
microsatélite de acuerdo con la metodologia propuesta por Wang et al. (2007) (Fig. 7).

Se eligieron 112 clonas de fragmentos de distinto tamafo y se enviaron a secuenciar a la
Compafia Macrogen (http://dna.macrogen.com/eng/). Las secuencias obtenidas se revisaron para
verificar la calidad y presencia de microsatélites, se eliminaron los extremos que contenfan fragmentos

del vector y se utilizé el programa Sputnik (http://espressosoftware.com/sputnik/) para identificar
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los motivo microsatélite. El disefio de iniciadores se realizé con el programa Primer3 v. 0.4.0 (Rozen y
Skaletsky, 2000).

De las 112 secuencias obtenidas con ambas genotecas, se disefiaron 25 pares de iniciadores para
amplificar loci microsatélites que comprenden veinte dinucleétidos perfectos, cuatro imperfectos y un
tetranucledtido perfecto (Tabla 6).

De estos veinticinco pares de iniciadores especificos, quince resultaron monomorficos y diez
polimoérficos. El locus Cfalcll se genotipifico para la mayoria de las muestras y se utilizo, junto con

tres iniciadores de amplificacioén cruzada, para el analisis de datos poblacionales.

6.3. Analisis de datos
En algunos casos, con la finalidad de obtener tamafios de muestra razonable e incrementar el
poder estadistico de los analisis, los sitios de muestreo fueron agrupados. Con base a la cercania de los
sitios y falta de heterogeneidad genética en las estimaciones pareadas de Fj;; se agruparon las muestras
de Punta Arenas, Punta Belcher y Punta Lobos como el area de Baja California Sur; las muestras de
Puerto Escondido, San Agustinillo, Chipehua y Puerto Madero se agruparon como Golfo de

Tehuantepec y las muestras de la zona oceanica fueron agrupadas en dos: OAB y OC-G (Tabla 2).

6.3.1. Region control del ADNmt

En total se obtuvieron 353 secuencias obtenidas con los iniciadores internos disenados para C.
faleiformis las cuales resultaron de muy buena calidad obteniendo una amplificacién parcial de la region
control de 732 pb, sin sitios ambiguos ni indefinidos (Fig. 8).

Las secuencias obtenidas fueron editadas mediante el programa Chromas Pro version 1.49 beta
(Technelysium, Brisbane, Australia; http://www.technelysium.com.au/ChromasPro.html) y BioEdit
version 6.0.5 (Hall, 1999) para obtener un archivo consenso del total de las secuencias.

Con el fin de corroborar el origen del fragmento secuenciado y verificar la confiabilidad de la
secuencia y su cotrespondencia con la regién del ADNmt analizada (Altschul et al., 1990), se realiz6
una busqueda comparativa mediante Blast (Basic Local Alignment Search Tool), en la base de datos
disponible en el GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Con la busqueda en la banca genémica se observo que las secuencias obtenidas de C. faliformis
se ubican en un solo grupo con una conformacién concentrada en elasmobranquios, mostrando

alineamientos mas significativos con especies del género Carcharhinus (C. limbatus y C. plumbens) con un
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indice de similitud del 92%. El fragmento parcial de la regiéon control secuenciado para tiburén piloto
comienza en la base 33 y termina en la base 765, con respecto a las secuencias completas de C. lwbatus
y C. plumbens (GenBank ID: AY766141.1 y GU724583.1, respectivamente)

Una vez editadas las secuencias, se realizé un alineamiento multiple con el programa Mega 5

(Tamura et al., 2011) con la aplicacién de Clustal W (Thompson et al., 1994).

6.3.1.1. Diversidad genética

Se estim6 el numero de haplotipos diferentes, diversidad haplotipica y nucleotidica con el

programa Arlequin 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010) y DnaSP v5 (Librado y Rozas, 2009).

6.3.1.2. Analisis de filogenia

El modelo evolutivo de sustituciéon nucleotidica al que mejor se ajustan las secuencias
obtenidas, se determind bajo tres criterios de busqueda: el criterio de informaciéon Akaike (AIC), el
criterio de informacién Akaike “corregido” (AICc, el cual incluye cada rama del arbol como un
parametro adicional) y el criterio de informacién Bayesiano (BIC). mediante los programas
Modeltest3.7 (Posada y Crandall, 1998) y MrModeltest 2.3 (Nylander, 2004). El modelo seleccionado
fue utilizado para inferir las relaciones filogenéticas entre secuencias.

Para la reconstruccion de arboles filogenéticos se analizaron los datos a través del principio de
maxima parsimonia (maximum parsimony o MP) el cual involucra la identificacion de la topologia con
la menor longitud total del arbol, es decir, que requiere el menor nimero de cambios evolutivos
(transformaciones en estados de caracter) para explicar las diferencias observadas entre, en este caso,
haplotipos (Kluge y Farris, 1969; Farris, 1970). Este método esta implementado en Mega5 (Tamura et
al., 2011). Los nodos de los arboles fueron evaluados por “bootstrapping” (Felsenstein, 1985) con
1,000 replicas. Se construy6 un arbol consenso con el método de la regla de la mayorfa (Wilkinson,
1996).

De forma adicional, se utilizé la inferencia Bayesiana (Yang y Rannala, 1997) que utiliza la
distribucion de la probabilidad posterior de que un arbol sea el correcto de acuerdo a los datos
observados (Huelsenbeck y Crandall, 1997), y se obtiene combinando la probabilidad a priori con la
verosimilitud mediante la férmula de Bayes. El analisis se realiz6 utilizando el programa MrBayes 3.1.2

(Ronquist y Huelsenbeck, 2003). Las probabilidades posteriores fueron calculadas usando cuatro
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cadenas de Markov de 9,000,000 generaciones cada una, guardando uno de cada 100 arboles. Los
primeros 1,000 arboles en cada analisis fueron descartados para evitar la inclusién de arboles fuera del
rango de valores optimos. Para el calculo de la probabilidad posterior del resto de los arboles se
construy6 un arbol consenso con el método de la regla de la mayoria (Wilkinson, 1996).

Los arboles filogenéticos fueron enraizados usando especies cercanamente relacionadas a C.
Sfaletformis: el tiburén puntas negras, C. limbatus (Keeney y Heist, 2006; GenBank ID: AY766141.1) y el
tiburdn baleta, C. amboinensis (Tillett et al.,, 2012; GenBank ID: HQ393587.1), las cuales comparten
dos sinapomorfias [membrana nictitante y accesorio terminal no espinoso en la aleta pélvica (Shirai,

1996)] pero a diferencia de ellas solo C. faliformis presenta un pliegue interdorsal.

6.3.1.3. Estructura poblacional

Se realiz6 un analisis de diferenciacion genética entre localidades a partir de los valores del
indice de fijacién de ¢y, pareados andlogo a la F. de Wright, mediante el programa Arlequin 3.5
(Excoftier y Lischer, 2010). Para este analisis, se realizé una correccion de Bonferroni para ajustar el
valor critico de significancia como resultado de pruebas multiples (Rice, 1989).

Para investigar el nudmero de grupos geograficamente homogéneos y maximamente
diferenciados de otros, se utiliz6 el programa SAMOVA 1.0 haciendo pruebas de 3 grupos hasta 8
grupos genéticamente diferenciados con 10,000 permutaciones cada prueba y un nivel de significancia
del 95% (Dupanloup et al., 2002). El Analisis Espacial de Varianza Molecular (SAMOVA, por sus
siglas en inglés) emplea datos de la frecuencia de los alelos junto con las coordenadas geograficas de
los sitios de colecta para identificar grupos de poblaciones que exhiben relaciones genéticas mas
cercanas, maximizando la proporcion de la varianza genética total entre grupos (indicado por los
valores mas grandes de F).

Se realiz6 un analisis de varianza molecular (AMOVA, por sus siglas en inglés) mediante el
programa computacional Arlequin 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010). EI AMOVA se utilizé para
examinar la variabilidad genética en diferentes niveles jerarquicos: entre grupos (Fp), entre las
poblaciones dentro de los grupos (Fy.), e individuos dentro de las poblaciones (Fy;). La significancia
estadistica fue determinada via permutaciones no paramétricas (Excoffier et al., 1992) con 10,00
permutaciones.

Para esta pruecba se utilizaron varios modelos de agrupacion bajo distintos criterios, con la

finalidad de maximizar la varianza entre los grupos y asi revelar la estructura genética contenida en los
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datos. Se realizaron cuatro pruebas agrupando a las localidades con base en las diferencias observadas

en las comparaciones entre pares de muestras mediante @g;’s. Los modelos de agrupacién probados
se describen a continuacion:

A) Norte-Sur. Las localidades se agruparon en dos conjuntos el del norte (BCS, GT, CR, OAB y
OC-G) y el del sur (EC, NC e IN).

B) Oriente-Occidente. Las localidades se agruparon en dos regiones geograficas: Oriente (BCS,
GT, CR, EC, OAB y OC-G) y Occidente (NC ¢ IN).

C) Las localidades se agruparon en tres regiones geograficas: Oriente (BCS, GT, CR, EC y OAB)
Centro (OC-G) y Occidente (NC e IN).

D) Las localidades se agruparon en cuatro regiones geografica en sentido tanto latitudinal como
longitudinal: Nororiental (BCS, GT, CR y OAB) Suroriental (EC), Norcentral (OC-G) y
Suroccidental (NC e IN).

Se realizé un analisis de aislamiento por distancia, el cual esta basado en el hecho de que los
individuos de una poblaciéon tendrain mayor probabilidad de reproducirse con individuos de
poblaciones cercanas que con aquellos que se encuentran en poblaciones mas distantes. Como
resultado de esta tendencia se puede saber si las distancias genéticas corresponden con lo esperado
por la distancia geografica que separa a las poblaciones, asi discriminar si las poblaciones mas cercanas
geograficamente son mas parecidas genéticamente y si la diferenciaciéon entre ellas aumenta con la
distancia (modelo tradicional de aislamiento por distancia o IBD, por sus siglas en inglés) o si el
patrén observado es independiente de la distancia y por lo tanto podemos tener, tanto poblaciones
cercanas muy diferentes, como también, poblaciones lejanas con y sin diferenciacion genética entre
ellas (modelo de flujo a larga distancia).

Para este analisis se probaron los mismos agrupamientos utilizados en el AMOVA buscando
una sefial de aislamiento a distintos niveles geograficos. El analisis se llevo a cabo con el programa
Arlequin 3.5. Esta prueba considera las distancias geograficas en kilémetros y los valores de Fy;
linearizados (Fg;/ (1-Fgy). Se utilizaron 10,000 permutaciones pata calcular el valor estadistico bajo la

hipétesis nula de independencia entre las dos variables.
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6.3.1.4. Filogeografia y demografia histérica

Para la region control se determiné el analisis espacial de los linajes génicos con el programa
Network 4.5.1.0 (http://www.fluxus-engineering.com), y la red fue construida utilizando las regiones
geograficas consideradas en el analisis de AMOVA.

Para comprobar si las mutaciones de las secuencias de la regiéon control eran selectivamente
neutras (Kimura, 1983), se realizé un analisis de neutralidad por medio de dos pruebas. La prueba D
de Tajima (Tajima, 1989) y la prueba Fs de Fu (Fu, 1997). Se emple6 el programa Arlequin 3.5
(Excoftfier y Lischer, 2010) y para calcular el nivel de significancia estadistica se corrié cada estimador
con 10,000 réplicas.

Con el propésito de detectar si se han presentado cambios en el tamafio poblacional
(demografica o espacial), se empleo el programa Arlequin 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010). El analisis
de la distribucion mismatch puede aportar informacion sobre la historia de las poblaciones, para lo cual
se construye un histograma que describe la variacion en la cantidad de diferencias nucleotidicas entre
pares de haplotipos de los datos observados y los valores esperados bajo la hipétesis nula de tamafio
constante en la poblaciéon (Rogers y Harpending, 1992). Si el tamafio de la poblacién se ha mantenido
constante, el nimero de diferencias por pares de haplotipos describe una distribucién multimodal. En
cambio, si la poblacién ha padecido alguna perturbaciéon, la curva descrita se asemeja a una
distribucién unimodal, similar a una distribucién de Poisson.

El modelo de expansiéon demografica asume que una poblacion estacionaria en equilibrio pasod
en 7 generaciones de un tamafo efectivo poblacional N, a un tamano NN, después de una reduccion
significativa. Los parametros de expansion demografica, 7 (tiempo de expansion en generaciones), 0,
(tamafio de la poblacién antes de la expansion) y 6, (tamafio de la poblacion después de la expansion)
(Harpending, 1994) se obtuvieron con Arlequin3.5. Los valores de 7 se transformaron en tiempo real
en afios calculados desde la expansion, a través de la ecuacion ¢ = 241, donde T se mide en
generaciones y # es la tasa de mutaciéon por generaciéon de la secuencia completa. El parametro del
tamano efectivo de las hembras potenciales antes de la expansion se estimé mediante la férmula 6, =
2ulN,, y después de la expansion con la férmula 6, = 2uN,, donde N es el tamafo efectivo poblacional
de hembras para una poblaciéon inicial N, que se asume crece a un valor N, bajo el modelo de Rogers
y Harpending, (1992).

Asimismo, se obtuvieron los patimetros de la expansion espacial (7 y 6,) bajo el modelo de
continente de islas, el cual supone una poblacién subdividida en un numero infinito de

subpoblaciones, cada una de tamafio IN, que intercambia una fracciéon » de migrantes por generacion
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con el resto de las subpoblaciones. Este modelo asume que M = 2N, donde M es la tasa a la cual
una poblaciéon que coloniza nuevas areas, intercambia migrantes con una poblacion de origen de
tamano infinito y N»z = es el nimero de migrantes por generacion.

El indice de Harpending, (1994) (indice de rasgamiento o de desorden, Hr) y la suma de las
desviaciones al cuadrado (5§5D) se aplicaron para determinar si la distribucién mismatch observada se
extrae de una poblacién en expansion (valores pequefios) o una estacionaria (valores grandes).

El método bayesiano basado en coalescencia implementado en IMa2 (Hey y Nielsen, 2004) fue
usado para estimar los parametros del modelo “aislamiento con migracion”. Con este modelo es
posible distinguir entre aislamiento completo con divergencia y flujo génico (Nielsen y Wakeley,
2001), y es apropiado para poblaciones recientemente divergentes que comparten haplotipos o alelos
debido a flujo génico. Para éstos analisis se consideraron los resultados de los Fy; y del AMOVA por
lo que las estimaciones se realizaron para las tres regiones del Océano Pacifico (OPO, OZ y OPOc).
Para obtener el nivel de flujo génico histérico entre regiones, fueron utilizadas las estimaciones de M
que representa una medida de la contribuciéon de la inmigracion sobre la mutacion en originar nuevas
variantes y equivale a 7/, donde 7 es la tasa de migracién por generacion y y la tasa de mutacion del
marcador en evaluacion. A partir del valor de M se calculé Nz (nimero de migrantes por generacion)
mediante la férmula Nz = 0M. La convergencia en las cadenas se evalu6 monitoreando las lineas de
tendencia de las estimaciones y verificando que los tamafios de muestra estimados (ESS, por sus siglas
en inglés) alcanzaran valores mas altos a 50. Se realizaron tres corridas independientes para obtener
estimaciones robustas y congruentes. Estos analisis unicamente se realizaron para la regiéon control ya
que por el bajo numero de microsatélites utilizados, no se obtuvieron buenas convergencias con las
corridas de este marcador.

Para inferir cambios demograficos historicos en la region control se utilizé el programa BEAST
(Drummond y Rambaut, 2007), para obtener un perfil demografico bayesiano (bayesian skyline plots).
La reconstruccion de los perfiles se realizé con Tracer v.1.5 (Drummond y Rambaut, 2007).

Debido a que no se ha calculado una tasa de mutacion especifica de la regioén control de C.
faleiformis, se utilizé una tasa de mutacion promedio de 0.62% de divergencia en la secuencia por cada
millén de afios, a partir de tasas estimadas para otras especies de tiburones incluyendo una tasa de
0,43% para el tiburén puntas negras, Carcharbinus limbatus (Keeney y Heist, 2006) 0.57% para el
tiburdn gata, Ginglymostoma cirratum (Katl et al., 2012) 0.67% para los tiburones limén, Negaprion
brevirostris y N. acutidens (Schultz et al., 2008) y 0.8% para el tiburén martillo, Sphyrma lewini (Duncan et

al., 2000). El tiempo generacional del tiburén piloto se ha estimado en 13 afios (Chen y Yuan, 2000).

25



6.3.2. Microsatélites

6.3.2.1. Genotipificacion y calidad de los datos de loci microsatélite

Se utiliz6 el programa Gel Analyzer de Sequentix (http://www.sequentix.de/) para determinar
las tallas alélicas de cada individuo, las cuales fueron capturadas en una base de datos de Excel® y
posteriormente ésta fue convertida a los formatos correspondientes con ayuda del programa Convert
(Glaubitz, 2004) y Formatomatic 0.8.1 (Manoukis, 2007). Para minimizar la tasa de error en la
amplificacion y la asignacién de la talla de los alelos, se amplificaron muestras por duplicado para
validar la talla alélica; asimismo en cada corrida de visualizacion de los fragmentos se incluyeron como
referencia dos blancos positivos de muestras de talla conocida. En total se gener6 una base de datos
con 353 individuos para cuatro loci.

Con la finalidad de analizar la calidad de los datos obtenidos de loci microsatélites, se estim6 la
frecuencia alelos nulos por locus y localidad (Selkoe y Toonen, 2006). Un alelo nulo es un fragmento
de ADN que no logré amplificarse, ya sea por problemas en la PCR o por mutaciones sitio-especificas
en la region de alineamiento para los iniciadores (Dakin y Avise, 2004), lo que provoca una
sobreestimacion de los genotipos homocigoto por la ausencia de amplificacién; si ésta condicion es
muy persistente la heterocigocidad sera subestimada (Carlsson, 2008). Se evalu6 la presencia de alelos
nulos a partir del indice de Brookfield 1 (Brookfield, 1996) en el programa MicroCheker 2.2.3 (Van
Oosterhout et al., 2004) y también con el uso del algoritmo de Maximizacién de la Esperanza (EM) de
Dempster et al., (1977) en el programa FreeNA (Chapuis y Estoup, 2007).

Se realiz6 un andlisis de desequilibrio de ligamiento para garantizar la distribucion
independiente de los alelos de distintos loci con el programa Genepop 4.1.4 (Rousset, 2008).

Para determinar el mejor indice de diferenciacion genética se empleo Spagedi (Hardy vy
Vekemans, 2002). Generalmente, la estructura genética entre localidades se evalua a partir de las
estimaciones de los indice de fijaciéon Fy; sin embargo, este parametro no siempre es el mas adecuado
cuando se utilizan marcadores con alta variaciéon genética como los microsatélites, recomendandose
para este caso un parametro analogo conocido con Ry, desarrollado por (Slatkin, 1995), el cual a
diferencia del modelo mutacional de alelos infinitos utilizado para el calculo de Fg;, asume el modelo
denominado por pasos, el cual es el modelo de mutacion mas aceptado para éstos marcadores
moleculares.

Por tal motivo, con el programa Spagedi (Hardy y Vekemans, 2002) se efectu6é una prueba de
permutaciones alélicas desarrollada por Hardy et al., (2003) para comparar entre Fg. y Rqp v evaluar el

desempefio de cada estimador de acuerdo a los datos obtenidos en este estudio. La prueba de
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permutaciones alélicas compara el valor observado de Ry, con el valor esperado cuando las diferencias
en los tamafios alélicos no contribuyen a la diferenciaciéon genética (pRgy). Bajo la hipotesis nula, el
procedimiento no debe afectar las medidas de diferenciaciéon como R, pero si los tamanos alélicos
contribuyen a la diferenciacion genética, pRg; dependera sélo de la identidad y tendra un valor menor
a Ry (Hardy y Vekemans, 2002).

Esta prueba mostré que el parametro de diferenciacion genética que mejor se ajusta para los
datos utilizados en este trabajo, es el usualmente utilizado Fy;, al respaldar la hipotesis nula de que las
diferencias en el tamafio de los alelos no contribuyen a la diferencia poblacional observada, con un
valor de Ry, (0.002) menor al valor de Fg; (0.017, P = 0.415), por lo que los analisis subsiguientes se

realizaron con el estadistico Fgy.

6.3.2.2. Diversidad genética

Se estim6 el numero de alelos por locus, frecuencia de los alelos, heterocigosidad observada
(Ho) y esperada (He) y la riqueza alélica con los programas Genalex 6.41 (Peakall y Smouse, 2006) y
Fstat (Goudet, 1995).

Se determind la existencia de ajuste al equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) para cada locus y
pot poblacion utilizando el programa Genepop 4.1.4 (Rousset, 2008) mediante una prueba exacta de
Fisher a partir del coeficiente de endogamia (Fj5) empleando el algoritmo de Cadenas de Markov
consistente de 10,000 cadenas, 5,000 lotes y 1,000 iteraciones por lote. El equilibrio de HW es el
modelo mas simple de la genética de poblaciones y predice las proporciones genotipicas esperadas en
una poblacién genéticamente estable en la que la reproduccién de los individuos se produce al azar.
Cuando una poblacién no sigue las proporciones genotipicas de HW se puede suponer que ha sufrido
alguna perturbacion genética en tiempos recientes. Se efectud una correccion de Bonferroni para

ajustar el valor critico de significancia (Rice, 1989).

6.3.2.3 Estructura poblacional

La identificacién de la estructura genética poblacional con los microsatélites se analizé6 mediante
diversas aproximaciones. En primera instancia se realizé un Analisis Factorial de Correspondencia
(AFC) empleado como un estudio exploratorio para estimar el nimero de poblaciones o

agrupaciones. Este analisis consiste en una tabla de contingencia donde se contrastan datos entre los
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individuos y las modalidades de las variables, las cuales estan representadas por las frecuencias alélicas
de las poblaciones; asi pues el AFC localiza de acuerdo a su juego de caracteristicas genéticas, a cada
individuo en un hiperespacio, lo que permite expresar la tendencia de un elemento dado, ya sea un
individuo o un alelo, que totaliza la inercia explicada por un factor y la que se representa en una nube
de puntos. Dicho anilisis se realiz6 con el paquete estadistico Genetix 4.05 (Belkhir et al., 1996).

Se realiz6 un analisis de componentes principales (ACP) para correlacionar los genotipos y las
frecuencias alélicas entre todos los individuos en todas las poblaciones. Para ello, se utilizé el
programa Pcagen (http://www2.unil.ch/popgen/softwares/pcagen.htm) el cual utiliza los datos de
genotipos multilocus para investigar la correlacion de las frecuencias de alelos y genotipos entre todos
los individuos muestreados.

Se utiliz6 el programa Structure 2.3.3 (Pritchard et al., 2000; Hubisz et al., 2009) para inferir el
nimero de poblaciones y asignar cada localidad a un grupo especifico. Este programa permite asignar
individuos a las poblaciones y estimar frecuencia de alelos de la poblacién en situaciones donde estan
muchos individuos mezclados. Se estimé el estadistico ad hoc de Evanno K en linea
(http:/ /taylor0.biology.ucla.edu/struct_harvest/), el cual estd basado en la tasa de cambio del
logaritmo de la probabilidad de los datos entre sucesivos valores de K (Evanno et al.,, 2005). Este
estadistico permite detectar el nimero de clusters a partir de la informacion arrojada por el programa
Structure. Estos resultados fueron graficados empleando el programa Distruct 1.1 (Rosenberg, 2003),
el cual muestra a cada individuo como una linea formando parte de un segmento que se encuentra
dividido en K colores que representa la probabilidad o coeficiente de que cada individuo pertenezca al
cluster que se le asigné. Se empled el modelo de mezcla de poblaciones con 10,000 réplicas durante el
periodo de pre-simulacién, mientras que los valores de probabilidad fueron calculados después de
100,000 réplicas y K tomo valores de 1 a 10 con 10 iteraciones para cada valor de K.

Se realizé un analisis de aislamiento por distancia con el programa en linea Isolde el cual esta
incorporado en el programa Genepop en linea (http://genepop.curtin.edu.au/), siguiendo los mismos
criterios que se utilizaron para la regioén control.

Para probar si la débil estructura observada con los analisis es producto del nivel de flujo génico
entre las localidades, se utiliz6 el programas BayesAss para determinar el flujo génico poblacional
reciente (Wilson y Rannala, 2003). BayesAss estima las tasas de migraciéon recientes » entre
poblaciones a partir de datos genotipicos utilizando un marco de inferencia Bayesiana y utilizando el
desequilibrio gamético en los inmigrantes y sus descendientes, ademas ha demostrado no ser sensible

a desviaciones al equilibrio de Hardy-Weinberg.
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7. RESULTADOS

7.1. Region control del ADNmt

7.1.1. Diversidad genética

De un total de 353 secuencias, se encontraron 14 haplotipos distintos de la regién control, la
diferencia entre ellos fue debida a sitios con 10 transiciones y una transversion, sin presencia de
deleciones/inserciones (Tabla 7). El nimero de sitios polimérficos en la muestra total fue de 10, con
una media en la diversidad haplotipica de 0.48 y nucleotidica de 0.0009 (Tabla 8). En general, se
observaron bajos niveles de diversidad haplotipica (0.312-0.750) y nucleotidica (0.0005-0.0019) en
todas las localidades. Las diversidades mas bajas se observaron en BCS y las mas altas en NC, debido
probablemente al bajo nimero de muestras analizadas. En Baja California Sur y en Costa Rica
unicamente se registraron los tres haplotipos mas comunes.

Los haplotipos mas comunes fueron el haplotipo Cf-1 con una abundancia del 70%, el
haplotipo Cf-2 con el 17%. y el haplotipo Cf-3 con el 5%, mismos que estuvieron presentes en todas
las localidades de muestreo (Tabla 9). Se identificaron nueve haplotipos unicos; Ct-5, Cf-6, Cf-9 y Ct-
10, los que fueron exclusivos de las localidades de muestreo ubicadas en el Pacifico Oriental, mientras
que los haplotipos Cf-11 y Cf-12 se encontraron unicamente en muestras de la Zona Oceanica y los
haplotipos Ct-8, Cf-13 y Cf-14 exclusivos del Pacifico Occidental. La zona que present6 la mayor

cantidad de haplotipos distintos fue el Golfo de Tehuantepec.

7.1.2 Analisis de filogenia

Bajo los tres criterios de busqueda utilizados para determinar el modelo evolutivo de sustitucion
nucleotidica, se seleccioné el modelo HKY + I como el mas apropiado para las secuencias de C.
Sfaleiformis (Hasegawa et al., 1985). Los parametros del modelo corresponden a una frecuencia de las
bases freqA = 0.3029, freqC = 0.202, freqG = 0.1427 y freqT = 0.3524, proporcién de transiciones y
transversiones (TS/TV)=7.0142 y tasas de mutacion iguales.

Se hizo una comparacion entre las secuencias de la regién control del ADN mitocondrial de C.
faletformis con otras especies del género Carcharbhinus con el fin de detectar si este género presenta un
patrén de mutacion similar y/o regiones analogas que contengan mayor variabilidad. Se obtuvieron
secuencias consenso a partir de las secuencias disponibles en el GenBank (C. plumbens, GU724583.1,
C. limbatus, AYT766146.1; C. amboinensis, HQ393587 y C. obscurns, HQ853281). En general, los sitios de

mutacion se distribuyen a lo largo del fragmento de la regién control. No se detectaron puntos de alta
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frecuencia mutacional y los sitios de mutacién puntual observados en C. fakiformis no fueron
compartidos con otras especies. Por otra parte, la cantidad de sitios polimorficos en C. faleiformis (10)
fueron inferiores a los de otras especies (22-39), lo que indirectamente sugiere que esta especie podtia
tener una tasa de mutaciéon mas lenta de este marcador molecular en comparacién con otros
tiburones.

El arbol de maxima parsimonia separa dos grupos con un soporte estadistico del 100%, no
obstante las ramas de cada grupo presentan bajo soporte estadistico (<52%). Uno de los grupos, es el
formado por los tres haplotipos mas abundantes junto con los haplotipos que se encuentran sélo en el
Pacifico Oriental y la Zona Oceanica. El otro grupo incluy6 a los tres haplotipos unicos de IN (Cf-8,
13 y 14) y uno de GT (Cf-10) (Fig. 9). En el arbol de inferencia bayesiana el primer grupo tiene mejor
soporte (89%), sin embargo, mostré una topologia con ramas cortas y multiples relaciones entre los

haplotipos sin resolver, en concordancia con un arreglo tipico de haplotipos en forma de estrella.

7.1.3 Estructura poblacional

Se detectd evidencia de un nivel bajo de estructura genética del tiburén piloto en el area de
estudio con la regién control, ya que de las estimaciones de @q; que resultaron significativas (P<0,05)
para comparaciones entre algunas localidades de las regiones Occidental y Oriental, no permanecieron
significativos después de la correccion de Bonferroni. Dichas estimaciones se observaron entre BCS-
OAB, BCS-IN, BCS-NC y GT-IN (Tabla 10).

El analisis de SAMOVA detect6 el valor mas alto de F en cuatro grupos (0.009), sin embargo
las estimaciones de F.; no fueron estadisticamente significativas (Tabla 11).

El analisis jerarquico de la variacién molecular (AMOVA) resulté en una estimacién baja pero
significativa cuando se hicieron comparaciones en un gradiente longitudinal, tanto en las agrupaciones
Oriente-Occidente, Oriente-Centro-Occidente y Suroriente-Suroccidente-Nororiente-Norte Centro
pero no asi cuando se compard el norte con el sur. Sin embargo, la comparacién que mostré la
maxima varianza fue al comparar las regiones Oriente y Occidente del Pacifico (Fi. = 0,034, P =
0,032).

Mientras que la variacién en las frecuencias de haplotipos atribuida a la variaciéon entre las
poblaciones dentro de los grupos no fue significativa, asi como el componente de la varianza dentro

de las poblaciones. En los diferentes andlisis de varianza molecular, los resultados sugieren que la
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mayor parte de la varianza genética en los grupos probados se encontré repartida entre los individuos,
con valores entre 98 % de la varianza total (Tabla 12).

Se realizaron varias pruebas de aislamiento por distancia probando los modelos realizados con
el AMOVA. Sin embargo, con ninguna de las pruebas realizadas se observd una correlacion
estadisticamente significativa entre las distancias genéticas y las distancias geograficas con ninguno de

los marcadores utilizados (Fig. 10).

7.1.4. Filogeografia y demografia histérica

La red de haplotipos se define por un unico haplotipo dominante y ampliamente distribuido
(Ct-1) que incluye a individuos de las dos regiones consideradas. Esta conectado por un paso
mutacional con otros haplotipos menos abundantes, dos de ellos, incluyendo también los individuos
de las dos regiones (Cf-2 y Cf-3), ademas de otros haplotipos tnicos, principalmente en el Pacifico
Oriental (Fig. 11). Hay un grupo de haplotipos presumiblemente derivados del haplotipo Cf-4 que se
separan del haplotipo ancestral Cf-1 por dos o maximo tres pasos mutacionales que incluye
haplotipos unicos del Pacifico Occidental (Fig. 11).

Con respecto del analisis de neutralidad, tanto el estadistico D de Tajima como la Fs de Fu
dieron valores negativos en todos los sitios, aunque las probabilidades asociadas no alcanzaron
significancia estadistica en la mayoria de los casos, a excepcion del Pacifico Oriental. Sin embargo, los
valores negativos y estadisticamente significativos de la Fs de Fu en casi todos los sitios y en la
muestra total (Fs= -6.302), son consistentes con la hipétesis de expansion poblacional (Tabla 13). Los
valores negativos son sefial de selecciéon natural negativa o purificante; sin embargo, pueden
presentarse cuando existe migracién o expansiones en el tamafio poblacional, que pueden producir un
exceso de alelos raros, lo que acumularfa las mutaciones en las ramas externas de una genealogia (Fu y
Li, 1993).

El analisis de “mismatch” bajo la hipétesis nula de tamafio poblacional constante comparando
el nimero de diferencias por pares y la distribucién de la frecuencia de sitios segregantes (Tajima,
1989), revelé que la distribucion de los valores para los datos de C. faliformis, se ajustan a una
distribuciéon unimodal que corresponderia a un modelo de reciente expansion poblacional (Slatkin,
1994; Rogers y Harpending, 1992) (Fig. 12), con excepcién del Pacifico Occidental que muestra dos
modas en el nimero de diferencias de la distribucion (1-2 y 3-5 diferencias entre los haplotipos; Fig.

12b).
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Las distribuciones mismatch fueron mas eficaces en apoyar el modelo de expansion espacial
que el modelo de expansion demografica para el Pacifico Occidental, mientras que el Pacifico Oriental
mostraré un ajuste para ambos modelos (Fig. 12a y 12b). Del mismo modo, el indice Hr/ indica un
ajuste significativo a una distribucién unimodal, lo que apoya la hipdtesis de expansion poblacional
(Harpending, 1994).

El tiempo estimado de la expansion de C. fakiformis, considerando una tasa mutacional de
0.62% por millén de afios y un tiempo generacional de 13 afios, oscilé entre 19,011 a 63,203 afios
(Tabla 13), y sugiere que las fluctuaciones se produjeron recientemente, durante los eventos
interglaciares del Pleistoceno tardio. Las estimaciones del tamafio efectivo de la poblacién antes de la
expansion (6= 0-0.018) fueron coincidentes con la reducciéon drastica del tamafio de la poblacién
seguido por una rapida expansiéon poblacional, evidenciado por el incremento observado en las
estimaciones del tamafio efectivo de la poblacién después de la expansion (6,= 51.58-9999).

En general, los resultados de IMa2 sugieren una divergencia reciente entre las poblaciones. Los
valores posteriores de /0, evaluando el tiempo de divergencia entre el OPO y el OPOc fue de 1.05,
que corresponde a un tiempo de separacion de 170,161 afios (Fig. 13).

El tamafo efectivo poblacional estimado para el OPO (4,187) fue mas pequefio que para el
OPOc (32,103; Fig. 14). El flujo génico, estimado como la tasa de migraciéon por generacion, fue
asimétrico siendo mayor el numero de migrantes del OPOc hacia el OPO que en la direcciéon opuesta
(Fig. 15).

El perfil demografico bayesiano para inferir fluctuaciones en el tamafio de la poblacién a través
del tiempo mostré una tendencia constante durante los ultimos 400,000 afios, con incremento
reciente en el tamafo de la poblaciéon del OPO en los ultimos 30,000-40,000 afios. Similar a lo

observado para el OPOc para los dltimos 20,000 afios (Fig. 10).
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7.2. Microsatélites

7.2.1. Genotipificaciéon y calidad de los datos de loci microsatélite

En la genotipificacion de los diferentes loci microsatelitales no se detecté presencia de alelos
nulos con ninguno de los indices utilizados (Brookfield 1 y el algoritmo de Maximizaciéon de la
Esperanza) por lo que se procedié con los analisis genéticos posteriores.

Los resultados de la prueba de desequilibrio de ligamiento indicaron que no existe ligamiento
entre ninguno de los loci analizados después del ajuste secuencial de Bonferroni (Rice 1989), P < 0083

(Tabla 14). Por lo que la informacién que aporta cada locus es independiente del resto de ellos.

7.2.2. Diversidad genética

Todos los loci fueron polimérficos con un numero de alelos que va de cinco a 28. El numero
efectivo de alelos por locus (INa) vari6 de tres (NC) y 23 (GT) con promedio de 8.7, mientras que el
nimero de alelos efectivos (Ne) varié entre 1.3 (IN) y 11.1 (GT) con promedio de 4.6. La
heterocigosidad observada (Ho) registr6 valores entre 0.24 (IN) y 1.0 (NC) con promedio de 0.65, en
tanto que la heterocigosidad esperada (He) se encontré entre 0.26 (IN) y 0.91 (GT) con promedio de
0.67. La riqueza alélica (R) varié de 2.16 (IN) a 9.8 (NC) con promedio de 5.12 (Tabla 15).

Los resultados de la prueba de ajuste al equilibrio HW mostraron que en determinadas
localidades algunos de los loci se encuentran fuera del equilibrio. ILas localidades con desviaciones
significativas después de la correccion de Bonferroni, fueron EC y OC-G en el locus Cli119 (Tabla
15).

En general se observaron alelos privados para dos loci en 4 localidades. Para las localidades
BCS y NC se presenté un solo alelo privado; sin embargo, OAB y GT se caracterizaron por presentar

dos y cuatro alelos privados, respectivamente.

7.2.3. Estructura poblacional

En la Figura 17, se muestra un grafico tridimensional correspondiente al AFC, donde el total de
varianza explicada fue del 77.1% compuesto por los factores 1 (48.39%), 2 (15.55%) y 3 (13.14%).
Este analisis permite detectar Gnicamente un grupo genéticamente distinto, que corresponde a la
localidad OAB. Sin embargo, este analisis exploratorio no proporciona una fuente para la definicion
de unidades genéticas discretas ya que para el resto de las localidades se observa una mezcla de

individuos.
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El analisis de componentes principales (ACP) indicé a OAB como la localidad mas diferenciada
pero no muestra una clara agrupaciéon entre localidades (Figura 18a). Sin embargo, se realizé un
segundo analisis eliminando a la localidad OAB buscando observar un mejor agrupamiento. En el
primer componente se observa un agrupamiento entre CR y GT. Asimismo se observa a EC y NC
separadas del resto de las localidades que geograficamente podrian corresponder a la parte sur del
Océano Pacifico y por otro lado BCS e IN, localidades mas al norte y occidente del Océano Pacifico,
respectivamente. (Figura 18b). Los dos primeros ejes del ACP representaron el 64% de la variacion
total, a la cual el primer componente contribuyé6 en un 37.09 % y el segundo en un 26.95 %.

El analisis de SAMOVA detect6 que todas las estimaciones de F con excepcion de K=2,
fueron estadisticamente significativas, al menos al nivel 0.05. El nivel mas alto de significancia (<
0.01), se dio a una K=5, que corresponde a la diferenciaciéon mas grande entre grupos Fi; = 0.031. Las
simulaciones mostraron que el valor mas alto de F.;. obtenido con SAMOVA es asociado con el valor
correcto de nimero de poblaciones (Dupanloup et al., 2002), lo cual podria sugerir que existen al
menos cuatro o cinco grupos genéticamente diferenciados en las localidades de muestreo de C.
faletiformis (Tabla 11).

Los resultados de la prueba de diferenciacion genética mediante el calculo de Fy por pares de
localidades para los microsatélites analizados, mostré la existencia de diferencias genéticas
significativas entre ellas (Fg = 0.017, P = 0.000). Lo anterior resulté consistente con los valores de Fg;.
por pares de localidades entre OC-G-IN, GT-IN y EC-IN los cuales permanecieron significativos
después de la correccion de Bonferroni (Tabla 10).

El analisis de la varianza molecular con los microsatélites mostré que las diferencias se
encuentran entre las poblaciones dentro de los grupos, con valores estadisticamente significativos en
todas las agrupaciones probadas (Fy. = 0.007-0-030, P < 0.05). Asimismo, el mayor porcentaje de
variacion se encuentra al interior de la poblaciones con valores de Fg; bajos (0.017) pero altamente
significativo (P < 0.001) (Tabla 12). El valor mas alto de la varianza entre los grupos se encuentra en
el modelo Oriente-Occidente que coincide con lo observado con la regiéon control, aunque no fue
estadisticamente significativo.

De acuerdo con los valores promedio de la probabilidad LnP (D) y el método de Evanno et al.
(2005), el valor de K estimado con el programa Structure, fue de dos grupos genéticos para los
individuos de C. faliformis. Sin embargo, ninguno de éstos estadisticos ni la grafica de clusters (Fig. 19)
dan una tendencia definida de cuales localidades pudiesen estar formando esas dos posibles

poblaciones. Por ello, se realizaron simulaciones hasta K=7, aumentando el nimero de repeticiones de
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cada K hasta 15. La delta K de éstas pruebas, indica dos picos modales en 2 y 4 posibles grupos (Fig.
20). Cuando existe multimodalidad es indicativo de una subestructura subyacente en los datos, la cual
podria ser resuelta jerarquizando las poblaciones. No obstante, en este caso los grupos parecen estar
lo suficientemente mezclados como para imposibilitar verificar el nimero real de clusters.

Las tasas de migracién reciente obtenidas con BayesAss muestran cierto patréon de
direccionalidad del flujo génico del occidente hacia el oriente principalmente de IN y OC-G hacia
localidades del OPO, en la direcciéon opuesta la migracion parece que se da de GT a NC y de OC-G
hacia IN, mientras que s6lo algunas migraciones sur-norte se detectaron de EC a GT y de GT a BCS

(Tabla 10).
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8. DISCUSION

8.1. Diversidad genética

Los datos del tiburén piloto demostraron variaciéon genética relativamente baja, con sélo 14
haplotipos identificados de la regiéon control. En general, los elasmobranquios tienen tasas lentas de
sustituciéon nucleotidica en relacién con otros vertebrados, un hecho que se ha atribuido a sus
historias de vida incluyendo lento crecimiento y lentas tasas metabolicas, tiempo generacional largo y
bajo potencial reproductivo (Martin, 1999).

La region control ha sido empleada en una serie de estudios para investigar las relaciones
genéticas de poblaciones de tiburones explotadas (Duncan et al., 2006; Dudgeon et al., 2009), sin
embargo, los valores de diversidad haplotipica y nucleotidica reportados para otras especies de tiburon
son mas altos que los observados en este estudio para C. faliformis. Por ejemplo, la variabilidad
genética del tiburén piloto fue significativamente menor que las especies congenéricas C. /limbatus
(Keeney et al., 2005) y C. plumbens (Portnoy et al, 2010), con valores de 0,805 y 0,959,
respectivamente. Otras especies de tiburones ampliamente distribuidas geograficamente presentan
valores que van desde 0,725 hasta 0,920 (Duncan et al., 2006; Schultz et al., 2008; Ahonen et al., 2009;
Chabot y Allen, 2009).

Por otra parte, valores de diversidad haplotipica y de diversidad nucleotidica similarmente
bajos, se han reportado para el tiburén limoén, Negaprion acutidens (Schultz et al., 2008) y Carcharias
tanrns (Ahonen et al., 2009) (Tabla 17). Fenémenos como el efecto fundador o cuello de botella
seguido por una expansion demografica de un pequeno grupo de individuos fundadores con un
limitado pool genético, se han mencionado como hipétesis para explicar los bajos niveles de
diversidad genética en estas especies de tiburones (Stow et al., 2000).

El tamano del fragmento de la region control utilizado para el analisis del tiburén piloto fue de
aproximadamente trescientas pares de bases menos que el promedio reportado para el fragmento
completo de la regiéon control para tiburones. Este hecho podtia haber influido en el bajo numero de
haplotipos encontrados; sin embargo, el bajo nimero de sitios polimérificos observados a lo largo de
las secuencias del tiburén piloto, indican que aunque se obtengan el fragmento completo de este
marcador, el nimero de haplotipos se mantendria bajo en relaciéon a otras especies.

Por otro lado, las estimaciones de las tendencias de abundancia relativa a partir de las capturas
comerciales del tiburén piloto muestran una disminucién de la abundancia de aproximadamente el
90% (principalmente en el OPO) (Watson et al., 2009). Por ejemplo, la pesca incidental del tiburén

piloto en la pesqueria de cerco del atun en el Pacifico Oriental Tropical disminuy6 un 60-80% entre
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1994 y 2004 (Minami et al., 2007), y la captura incidental en el Pacifico Occidental y Central
disminuy6 en aproximadamente un 60% entre 1995 y 2006 (WCPFC, 2008). Esta tendencia en la
reduccion de las capturas anuales de tiburén piloto, podrian ser responsables de la relativamente baja
diversidad genética que se ha observado en este estudio. Sin embargo, esta hipdtesis podria ser
cuestionable ya que cuando las poblaciones disminuyen rapidamente debido a la pérdida de habitat, la
contaminaciéon o la sobreexplotacion, la firma genética puede ser imperceptible en el corto plazo, e
incluso especies en peligro de extincion podria mostrar niveles normales de variaciéon genética
(Frankham, 1995). Por lo tanto, es poco probable que el patréon de baja diversidad genética en el
tiburén piloto pudiera interpretarse como resultado de una reciente reduccion en la diversidad por
algun evento de cuello de botella o de erosion genética debido a la sobreexplotacion.

Alternativamente, un bajo grado de diferenciacion genética entre las poblaciones de especies
marinas se ha atribuido también a grandes tamanos efectivos de poblacién, lo que se esperaria que
limitara la diferenciacion debido a la deriva genética (por ejemplo, Allendorf y Phelps, 1981;
DeWoody y Avise, 2000).

Por el contrario, la diversidad observada en los microsatélites fue relativamente alta en el nivel
de heterocigocidad (0.67), similar a lo reportado para otras especies de tiburones; aunque ligeramente
se encuentra por encima de los valores de diversidad estimados para dos especies congenéricas (C.
limbatus, de 0.50 y C. sorrah de 0.54). Castillo-Olguin, (2005), observé niveles de heterocigocidad
ligeramente mas bajos (0.42) que los observados en este trabajo para el Pacifico mexicano
probablemente debido a las diferencias en el polimorfismo de los marcadores utilizados (RAPD’s).

Es interesante que la baja variabilidad observada con la regiéon control no se refleja en el
genoma nuclear dada por los microsatélites, patrén que coincide con lo reportado para C. feucas (Karl
et al., 2011). Estos autores formulan cinco hipoétesis para explicar dichas diferencias: 1. distintos
modos de herencia de los marcadores, 2. seleccion purificadora en el genoma mitocondrial o seleccion
balanceadora en el nuclear, 3. cambios en el tamafio de la poblaciéon, 4. problemas de muestreo y 5.
comportamiento reproductivo especifico del sexo (filopatria). No obstante, los autores descartan las
primeras cuatro hipétesis debido a las caracteristicas de la historia de vida de los tiburones y
especificas del tiburén toro que también podrian aplicar para el tiburén piloto y suponen que la
explicaciéon mas probable de esos resultados observados en el tiburén toro, es la filopatria de las
hembras (Katl et al., 2011).

Sin embargo, para el tiburén piloto no se registré una sefial de filopatria, por lo que una

hipétesis alterna para explicar las diferencias en la variabilidad genética de ambos marcadores es como
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resultado de algun evento demografico que haya presentado la especie, tal serfa el caso de un efecto
fundador (Avise, 2000). Un evento de colonizaciéon reciente puede conducir a la reducciéon de
variabilidad genética dado que todos los individuos son descendientes de un pequefio grupo de
hembras fundadoras (Hartl y Clark, 2007).

Una consecuencia de ésta hipdtesis es que si la poblacion del océano Pacifico Oriental fuese el
resultado de una colonizacion reciente entonces esto puede haber implicado organismos del océano
Pacifico Occidental usando la cadena de islas del Pacifico como ruta de migracion (ver discusion mas
adelante). Considerando esta ruta de migracion, se esperaria un gradiente de diversidad longitudinal

del occidente hacia el oriente tal como lo muestran los datos de la presente tesis.

8.2. Estructura poblacional

Se observé evidencia genética de la existencia de por lo menos dos poblaciones diferentes de
tiburén piloto y de una dispersion reciente de la especie en el Océano Pacifico. Los analisis de
AMOVA con la regiéon control indicaron una proporcion significativa de la heterogeneidad de
haplotipos entre la region Occidental y Oriental del Océano Pacifico (D = 0.019, P = 0.008, Tabla
4). Este resultado es apoyado por las estimaciones significativas de @y (P <0.05) entre pares de
muestras de ambas regiones; si bien estas estimaciones fueron modestas y no fueron significativas
después de la correccion de Bonferroni y aun cuando no hay una segregacion espacial clara y robusta
de haplotipos entre las regiones, la reconstruccion filogenética y la red de haplotipos mostraron
algunos indicios de la existencia de dos grupos de haplotipos, separando los haplotipos unicos del
Pacifico Occidental de los del Pacifico Oriental, con excepcion de los haplotipos Cf-6 y C£-10.

Por otra parte, Bonfil, (2008) sugiri6 la existencia de diferentes poblaciones de C. faliformis en
cada costa del Océano Pacifico, basado en las diferencias en los parametros reproductivos. Para el
Pacifico Occidental-Central, se ha reportado una talla de madurez a los 202-218 cm de longitud total y
para el Pacifico Oriental se sugiere que maduran a una talla menor, a tan sélo 180 cm de longitud total
(ver Oshitani et al., 2003). Estas observaciones en combinacién con los resultados obtenidos en éste
trabajo indican y apoyan la existencia de dos poblaciones de tiburén piloto, una en cada costa del
Océano Pacifico.

No obstante, el patrén de estructura genética observada con los analisis del AMOVA en ambos
marcadores cuenta historias distintas. Por un lado, con la regiéon control se observé diferenciacion

entre la region Oriental y Occidental mostrando una ligera pero significativa sefial de divergencia; sin
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embargo, con los microsatélites no se observo ese patrén ya que todas las comparaciones entre los
grupos probados no resultaron significativas. Este patrén también fue observado por Castillo-Olguin,
(2005), para el Pacifico mexicano utilizando los marcadores RAPD’s y Citb.

Esto puede ser explicado por la hipotesis que las poblaciones actualmente estén conectadas por
un flujo génico gradual entre la regién Occidental, Central y Oriental, por tanto la sefial de divergencia
observada en la region control sea un vestigio historico de separacion de las poblaciones, atribuido a
la tasa mutacional baja del ADNmt. Ademas, ningin haplotipo se separa de los haplotipos mas
cercanos por mas de un paso mutacional, lo cual indica que divergieron recientemente (Templeton,
2000). En el caso de los microsatélites no se observa esa seflal debido a que el tamafio efectivo
poblacional del ADN nuclear es cuatro veces el del ADNmt y la divergencia que se generd después de
que las poblaciones del OPO se establecieron, es la que se observa en el ADNmt y no asi en el
nuclear como se ha observado en especies de peces marinos, donde la sefial de la estructura genética
de la poblacién suele ser débil, debido a que las poblaciones se caracterizan por tamafios efectivos
grandes y son evolutivamente jovenes, ademas de que puede existir flujo génico importante
combinado con una historia de dispersion reciente (André et al., 2010; Diaz-Jaimes et al., 2010).

Otro factor que puede contribuir a una sefial baja de divergencia genética, es la ausencia de
barreras visibles para la dispersiéon en el medio marino lo que reduce la heterogeneidad entre las
poblaciones y por lo tanto, en ocasiones resulta dificil diferenciar entre las poblaciones recientemente
divergentes. Es posible que el flujo génico ocurra sobre grandes areas geograficas como lo han
demostrado estudios de marcaje, quiza haciendo al tiburén piloto mas parecido a peces pelagicos que
a tiburones costeros en términos de estructura poblacional.

Los tiburones piloto utilizan habitats pelagicos fuera de la plataforma continental a edades muy
tempranas, lo cual pudiera significar que las extensiones oceanicas no son una barrera que limite el
flujo génico (Benavides et al.,, 2011). La presencia de los tres haplotipos mas comunes del tiburén
piloto a través del Océano Pacifico sugieren una importante cantidad de flujo histérico de genes entre
las regiones Oriental y Occidental debido a la capacidad de dispersioén de la especie, lo que permitirfa
la conectividad genética entre regiones (Grant y Bowen, 1998; Hoolihan et al., 2000).

Ademas, existe un aparente gradiente longitudinal en la diversidad genética, con los valores mas
bajos en el OPO y los mas altos en el OPOc, lo que sugiere que éste ultimo fue el centro de origen de
dispersion de C. faleiformis que posteriormente se dispersé hacia el este a través del Pacifico, un patron

que se reconoce en numerosos taxa marinos (Palumbi, 1997; Mora et al., 2003).

39



Esta hipotesis es sustentada por los analisis de aislamiento por distancia los cuales no
presentaron seflales significativas, lo que requeriria de poblaciones intermedias permitiendo la
conectividad entre las regiones Occidental y Oriental separadas por cientos de kilémetros. La Barrera
del Pacifico Oriental es un area oceanica extensa de 7000 km. Dicha barrera tiene un amplio espectro
de efectos en los tiburones, desde separacion completa en algunas especies costeras (Schultz et al.,
2008), hasta un efecto nulo o poco notable en algunas especies pelagicas (Duncan et al., 20006a;
Keeney y Heist, 2006). Se ha sugerido que si ocurrieran eventos de dispersion a través de dicha
barrera, éstos pudiera ser facilitados al utilizar las especies la cadena de islas como “piedras de paso”
(Duncan et al., 2006) que podria ser el caso para la dispersion del tiburén piloto a través del océano
Pacifico.

Otra posibilidad es que como en otros casos, la falta de deteccion de la estructura genética esté
influenciada por bajo esfuerzo en el muestreo. Por ejemplo Keeney yHeist (2006) reportaron valores
similares significativos de Qg para las comparaciones entre las muestras del Pacifico Oriental y
Occidental de C. /limbatus; sin embargo, los autores concluyeron que no habia diferencias entre las
regiones con el argumento que estos resultados se debieron probablemente al bajo nimero de
muestras analizadas en la regién del Indo-Pacifico. En el caso del presente trabajo, habria una
sobrerrepresentacion de las muestras del OPO que podrian sesgando los resultados.

En la mayorfa de las especies de tiburones que han mostrado divergencia genética entre
poblaciones, incluso en especies con alta capacidad de dispersion (ver Hueter et al, 2004), las
diferencias encontradas han sido asociadas a las caracteristicas intrinsecas del comportamiento de la
especie, como filopatrfa. Sin embargo, los resultados de la regiéon control para el tiburén piloto
muestran una seflal de divergencia débil y sin un patrén geografico definido, circunstancia que no
respalda la existencia de filopatria en esta especie.

Los resultados del analisis de loci microsatélites mostraron una sefial débil pero significativa de
estructura poblacional con los analisis de Fj;, respaldando las diferencias genéticas entre las regiones
Oriental y Occidental del Pacifico observadas con la regién control; ademas tanto los analisis de
SAMOVA y ACP realizados con microsatélites indican que hay diferencias significativas entre BCS y
EC, GT y EC y NC e IN. Si tomamos en cuenta, que Structure muestra un pico en K=4, se puede
inferir que hay una subestructura mucho mas fina que la que sugiere la regiéon control, pudiendo
suponer que existe una diferenciacion genética tanto longitudinal como latitudinal.

No se observo evidencia de flujo génico entre NC vy las localidades del OPO, en contraste, se

observo alto flujo de IN hacia el OPO lo cual podria explicarse por el patrén de cortientes del OP y
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que el tiburén piloto haya utilizado la contracorriente ecuatorial para dispersarse hacia el Oriente. En
cambio la corriente ecuatorial del sur le impedirfa hacer este recorrido y de ahi que NC sea
genéticamente mas parecida a IN y a su vez que IN presente mayor parecido genético con BCS y CR
que también es sugerido por el analisis de SAMOVA y ACP. No obstante, habria que tomar esta
hipétesis con precaucion, ya que podria ser un artefacto debido al bajo nimero de muestras analizadas
para NC y que podria obstaculizar definir si las frecuencias genotipicas o alélicas realmente son
diferentes.

Es también posible que barreras termales o capacidades de locomocién diferenciales entre
estados de madurez de los organismos, tengan un efecto en la dispersion e inhiban el flujo génico en
esta especie. En estudios de marcado en el OPO y el norte del Golfo de México, han observado que
el tiburén piloto pasa el 99% del tiempo dentro de los primeros 50 m de la superficie del mar y 80-
85% en aguas con temperatura entre 26-30 °C (Musyl et al., 2011). Asimismo, se ha reportado que el
tiburén piloto se segrega por tallas siendo y los juveniles se mantienen en las zonas de alimentacion, a
menudo se encuentran asociados a objetos flotantes y/o FAD's (dispositivos agregadores de peces,
por sus siglas en inglés) y no presentan desplazamientos amplios como los adultos (Compagno, 1984;
Bonfil, 2008; Watson et al., 2009), comportamiento que presumiblemente cambia a través de la
ontogenia volviéndose mas vagiles conforme van madurando (Musyl et al., 2011). Por lo tanto si los
organismos juveniles no son capaces de atravesar la contracorriente ecuatorial, ésta podria ser una
barrera que impida el libre transito de los individuos a través del ecuador y que pudiese ser el factor
que cause la diferenciacion genética observada entre EC y BCS observada con los microsatélites. Los
datos de estado de madurez y/o longitud de los individuos analizados en este estudio fueron escasos
por lo que no se pudieron hacer las comparaciones para corroborar una diferenciacién genética
debida a segregacion por talla.

Los resultados de migrantes recientes estimados con los loci microsatelitales en este trabajo,
muestran un patrén de direccionalidad del flujo de Occidente a Oriente y en menor medida de sur a
norte principalmente del Golfo de Tehuantepec hacia Baja California Sur y de Ecuador hacia el Golfo
de Tehuantepec. Con base en éstas y las observaciones mencionadas anteriormente, es posible que el
tiburén piloto presente una estructura genética en una escala mas fina, pero que no sea evidente si los
individuos que se hayan muestreando estén en stocks mezclados, ya sea en areas de alimentacién o
rutas de migraciéon como han mostrados estudios en especies marinas altamente migratorias que
presentan historias de vida complejas que pueden confundir la presencia de una estructura subyacente

(Carlsson et al. 2004, Hueter et al. 2004).
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En estudios previos se ha reportado que el tiburén piloto en el océano Pacifico Oriental se
reproduce a lo largo del afio sin una estacionalidad definida de apareamiento y alumbramiento por lo
que es muy probable que las cohortes estén mezcladas. En un programa de marcado-recaptura, se
observé a un tiburén piloto viajar cerca de 2,500 km desde Costa Rica a la boca del Golfo de
California (Kohin et al,, 2006). Otras hembras marcadas en la Reserva Marina de Galapagos,
emigraron mas de 2,200 km al norte de Clipperton (http://migramar.org/hi/), lo que sugiere alta
movilidad de la especie a lo largo del Pacifico Oriental. Sin embargo, no se han reportado
movimientos transoceanicos o transecuatoriales de ésta especie en el Océano Pacifico. Dada la alta
capacidad de dispersion de la especie puede suponerse que haya una mezcla genética de los grupos en
el area de muestreo lo que pudiese estar enmascarando la estructura genética real de C. falifornis. Este
resultado es también soportado por los analisis de aislamiento por distancia que no mostraron una
relacion significativa entre la distancia geografica y la distancia genética.

Para el presente trabajo no se tienen representadas localidades del Pacifico Central y sélo dos
localidades del Pacifico Occidental, aunado a ello, el nimero de muestras para Nueva Caledonia fue
bajo, ademas el nimero de loci microsatélites utilizados fue también bajo, causas que pueden haber
influido para encontrar una sefial de divergencia poco clara y la imposibilidad de poder resolver con
mayor certeza el patrén de estructura genética del tiburdn piloto en el Océano Pacifico. Waples et al.,
(20006) argumentan que si se utiliza un numero adecuado de marcadores altamente variables, puede ser
posible detectar diferenciaciones poblacionales cuando las tasas de migracion son mas altas que el
nivel requerido para la independencia demografica. Sin embargo, es importante resaltar que a pesar de
que con los resultados obtenidos en el presente trabajo las diferencias a nivel tanto latitudinal como
longitudinal no pudieron ser probadas de manera fehaciente, las ligeras diferencias observadas

soportan la hipdtesis de una estructura genética intraoceanica en ésta especie.

8.3. Filogeografia y demografia historica

Los resultados demograficos histéricos sefialan une ligera evidencia de expansion reciente de la
poblacién, ya sea espacial o demografica. Estos resultados son apoyados por el analisis de mismatch,
que mostré distribuciones unimodales y sin desviaciones de las expectativas en el marco del modelo
de expansion subita (Rogers y Harpending, 1992). Adicionalmente, la reconstruccion filogenética y la
red de haplotipos mostraron una tipica topologia de estrella rodeada de haplotipos tnicos del Pacifico

Oriental y Occidental, lo que sugiere una expansion poblacional reciente (Lavery et al., 1996). Por otra
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parte, los indices de evoluciéon neutral (D de Tajima y Fs de Fu) fueron negativos y estadisticamente
significativos en el OPO, que resulta consistente también con la evidencia de expansién poblacional
(Tajima, 1989).

Como se menciond anteriormente, es posible que el tiburén piloto haya utilizado las corrientes
marinas calidas y la cadena de islas para dispersarse a través del Océano Pacifico (Bonfil, 2008). Esta
posibilidad es apoyada por los resultados del IMa2, que indican que la OPOc es la fuente de origen y
de dispersion, ya que present6 el tiempo de divergencia mas antiguo y mayores tasas de migraciéon en
términos de coalescencia, resultado que podria explicar la sefial de expansion espacial observada en
éste estudio. Este escenario también se ha sugerido para explicar la dispersion reciente de otras
especies de tiburones en el Pacifico, como el tiburén martillo, Sphyrna lewini (Duncan et al., 2000) y el
tiburén puntas negras C. lmbatus (Keeney y Heist, 2000).

El tiempo de divergencia genética calculado para las poblaciones del tiburén piloto fue de
170,161 afios, sin embargo, dada la ligera variacion genética y la baja tasa de evolucién molecular
(posiblemente aun mas lenta en esta especie) observado en el ADNmt de los tiburones puede no
haber sido suficiente tiempo para acumular mutaciones y por lo tanto producir diferencias claras entre
las poblaciones después de su separacion (Martin et al., 1992).

Ademas, las tasas de migraciéon estimadas con IMa2 sugieren que hay un flujo de genes
pequefo pero continuo ain después de la expansion de la poblacion, lo que también puede estar
contribuyendo a retrasar la creacién de frecuencias haplotipicas diferentes a través de la acumulacion
de mutaciones por procesos estocasticos y, como resultado, evitar un nivel mas profundo de
divergencia genética entre las poblaciones de tiburén piloto de las regiones OPO y OPOc. Las
diferencias encontradas en la tasa de flujo génico entre ambos marcadores soporta la hipotesis de
divergencia reciente ya que la tasa de flujo estimada con la regién control es mayor a uno considerado
como un valor umbral para la homogenizacioén de las poblaciones, en cambio los valores de flujo

obtenidas con microsatélites no alcanzan este valot.

8.4. Implicaciones para el manejo pesquero y conservacion de Carcharhinus falciformis

Un reto importante para la inclusién de los datos genéticos en las estrategias de manejo
pesquero es la mezcla de distintas poblaciones de especies migratorias en los caladeros especificos
(Reiss et al.,, 2009). Una cuestion clave es la evaluacion del nivel requerido de divergencia en las

poblaciones para justificar una gestion separada (Waples et al., 2008). Estas evaluaciones podrian
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basarse en las caracteristicas bioldgicas y de la historia de vida de la poblacién de las especies, asi
como los objetivos de manejo y conservacion (Palsbell et al., 2007). Resultados estadisticamente
significativos en la estructura de la poblacion se han observado en nuestro estudio, pero los datos
dejan de ser significativos después de la correccion de Bonferroni. Sin embargo, el significado
estadistico y la importancia practica o biologica son fenémenos distintos.

La hipétesis nula en cualquier estudio de la estructura del stock genético es que las frecuencias
de genes no varfa en la poblacion, y el fallar al rechazar la hipétesis nula nunca debe tomarse como
prueba de que la hipétesis nula es cierta (Dizon et al., 1995). Como consecuencia, los cientificos y
administradores pesqueros suelen trabajar sobre la base de la "mejor evidencia cientifica disponible",
por lo que varias lineas de evidencia (incluyendo los valores de Py tamafos efectivos, asi como las
fuentes de asociadas incertidumbre y cualquier otra informacion relacionada) son consideradas en un
contexto general antes de tomar una decisiéon de manejo (Waples et al., 2008).

Mientras que los datos del presente trabajo no proporcionan una sefial clara de estructura
genética poblacional en el tiburén piloto, parece mas prudente evaluar y manejar a la especie como
dos poblaciones separadas: una en el Pacifico Occidental y otra en el Pacifico Oriental con base a la
ligera divergencia genética observada entre estas dos regiones. No sélo la concordancia de los datos
genéticos y biologicos proporcionan mas apoyo a la hipétesis de dos poblaciones de tiburén piloto
presentes en el Océano Pacifico, sino mas importante ain son las consecuencias para la especie que
podtia tener el escenario contrario.

Si la poblacién tiene algun grado de estructuraciéon genética y esta sujeta a una alta presion
pesquera, un plan de manejo aplicado a gran escala que trate a las dos poblaciones como una sola
incrementara el riesgo de que una poblacién local se extinga o que ocurra una sobreexplotacion de la
poblacion mas vulnerable (Sterner, 2007), a pesar de que la poblacién total permanezca sin amenazas.
Por lo tanto, la separaciéon de las poblaciones evaluadas en dos unidades de manejo serfa menos
perjudicial que el escenario inverso, tal error resultarfa en procedimientos de manejo que pudiesen

derivar en consecuencias ecolégicas negativas (Reiss et al., 2009).
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9. CONCLUSIONES

El tiburén piloto presentd una baja diversidad en el ADN mitocondrial en comparacién con
otras especies de tiburones que podria deberse a factores histéricos como tasa de evoluciéon o
caracteristicas bioldgicas de la especie como tamano efectivo poblacional pequefio.

Los resultados muestran que el tiburén piloto podria comprender por lo menos dos
poblaciones genéticamente diferenciadas a nivel regional: una en el OPO y otra en el OPOc, lo que
enfatiza la necesidad de coordinar el manejo de la especie entre diversos paises.

La historia evolutiva de C. faliformis, se encuentra asociada a eventos de expansion poblacional
con eventos de dispersion del oeste hacia el este.

El analisis filogeografico no mostré un patréon claro en la distribucion espacial de la diversidad
genética, sin embargo se observaron indicios de separacién de haplotipos tnicos de la regiéon control
separados por un paso mutacional, lo que sugiere que la divergencia entre las poblaciones del OPO y

el OPOc es reciente.
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11. TABLAS Y FIGURAS

Tabla 1. Parametros de la historia de vida reportados para C. faleifomsis en el Océano Pacifico. LT =

Longitud total, LF = Longitud furcal.

LT Madurez Edad Madurez
REGION (cm) (afios) AUTOR
Oriental
Guatemala 176 178 (Ruiz, 1998)
Golfo de Tehuantepec 140 180 (Ronq’uillo.—Bem'tez, 1999)
190 180 (Galvan-Tirado, 2007)
Golfo de California 178 178 (Cadena-Cardenas, 2001)
Ecuador 205 184 (Martinez-Ortiz et al., 2011)
Costa occidental de
B.C.S 180 180 8 (Hoyos-Padilla, 2003)
Central
213-218 - (Strasburg, 1958)
193-200 180-187 6-7 5-6  (Oshitani et al., 2003)
155LF 146 LF (Zhu et al., 2011)
Occidental
Este de Australia 202-208 214 (Stevens, 1984)
Norte de Australia 215 210 gsgtgelv)ens y McLoughlin,
210-220 175-205 9.2-10.2 9.3 (Joung et al., 2008)
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Tabla 2. Numero de muestras colectadas por afio y por sitio de muestreo de C. faliformis. 1a
ubicacion de la muestra fue obtenida de las coordenadas geograficas del sitio de muestreo en la zona
costera y por medio de geoposicionamiento satelital en la zona oceanica.

Region Sitio Codigo  Afio No.de y fitud Longitud
muestras

Oc.eano Pacifico OPO 242

Oriental
Baja California Sur ~ BCS 40
Punta Arenas PA 2002 2 24.05 -109.82
Punta Belcher PB 2002 20 24.59 -112.07
Punta Lobos PL 2001 18 23.42 -110.26
Golfo de
Tehuantepec GT 147
Puerto Escondido PE 2002 29 15.83 -97.08
San Agustinillo SA 2005 23 15.65 -96.54
Chipehua CH 2004 19 16.03 —-95.36
Puerto Madero PM 2005 76 14.71 —-92.43
Costa Rica CR 2008 18 9.26 —84.25
Ecuador EC 2008 40 -0.91 -80.7

Zona Océanica 70 66
Grupo OAB OAB 10
Sitio A A 2005 3 8.42 -99.17
Sitio B B 2003 7 4.42 —103.38
Grupo OC-G OC-G 56
Sitio C C 2004 14 6.53 —123.88
Sitio D D 2004 10 5.16 —125.31
Sitio E E 2004 18 4.26 —126.28
Sitio F F 2004 10 419 -131.03
Sitio G G 2004 4 3.04 -129.2

Océano Pacifico

Occidental OPOc 45
Nueva Caledonia NC 2004 8 —20.90 165.61
Indonesia IN 2001-05 37 —5.0 112.5

Tabla 3. Iniciadores internos disefiados para la amplificacién de un fragmento de la regién control del

mtADN en C. falciformis.

Locus Secuencias del iniciador (5’-3’) | Tm
Cfalc584-R | GGGGAATAGCGATTTGCTTC | 58
Cfalc797-R | TTTCCGAGAGGGTTAATCACA | 58
Cfalc806-R | GGAGGTTTCTTTCCGAGAGG | 58
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Tabla 4. Iniciadores de C. limbatus'y C. plumbens que fueron utilizados para la amplificacion cruzada de
microsatélites en C. faliformis y rangos alélicos esperados.

Locus

Secuencias del iniciador

Rango
(pb)

Cli-7

F: TAGCACACAGCCCCATCACT
R: TGTGGTGTTGAGCCTCATTC

188-258

Cli-12

F: TCCCAGTCACATTTACACATGC
R: GGAAGACCATTGAACCCAATC

184-194

Cli-100

F: TAATCGTGCTGGGTGCGGTTCC
R: CAGATAACACATACTTGACGGAGC

210-214

Cli-103

F: GCTTCATTCCATGAGAG
R: TTTCTCTGTCCTGGTGTTTC

118-124

Cli-106

F: GATTCTACAACCGCAACATTCG
R: GCTCCCCTAACTATTCCACGC

179

Cli-107

F: GGATTCACAACACAGGGAAC
R: CTCATTCTTAGTTGCTCTCG

105-113

Cli-112

F: AGAGAGGGAGGAAGGTGGGC
R: TCACGGTTTCTTTCAACTCTCCC

81-87

Cli-119

F: GACCTGAAACAGCAATGGG
R: TGTTCTTGAGTCGGTCGG

189-203

Cpl-6

F:ACCAGCAGGCATCTCAAACA
R:CTTTAGCTCCCGCATCAGAG

151-153

Cpl-38

F-TCCAAGCTGGGAATTGAAC'
R: CTGCCGAAAGAGTTGAAGG

299-301

Cpl-39

FTACCTGCCACAAAACCTGAC
R:GCCTI"TACAGATGCCAGTGA

277-283

Tabla 5. Condiciones 6ptimas de amplificacion cruzada de loci microsatélites en C. faleiformis. Los loci
marcados con * fueron utilizados para el analisis de los datos.

Locus Tm MgCi2 Tamafio (pb)
Cli7 60 2 188-258
Cli106 * 62 2 179
Cli107 * 62 1.5 105-113
Cli112 58 1.5 81-87
Cli119 * 60 2 189-203
Cpl6 56 2 151-153
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Tabla 6. Iniciadores para la amplificacion de 25 loci de microsatélites especificos para C. faliformis. E1
locus marcado con * fue utilizado para el analisis de los datos.

Locus Motivo repetido In1((5:1,s;u;(,))r ©s Ta(°C) T(;:)l;
G [ PRI e
i [tron F CToMTSCCpodeTTT 5 s
o eSSt s« [
v |icmaon e |
Cfals | (CAGA)(GGCA)5 A A A LA 54| 130
Cfal6 | (CA)I0GA(CA)3 S PT e 54| 150
ChIT | (GA20 R GAATACGCCCTOCTAAGAG. 54| 230
ChlS | (GA25 R ACTCCTCTATCCACGCTAAC. 54| 105
Chl9 | (GA)B R ACAGCTRGAAATATCOATCE. 54| 151
CRIl0 | (CT8 R CTCAAGTGTCAGAAGTCAGG 53| 152
CRlll* | (AG)8 R GATTGGCGUTAAATTCTG 54| 101
Cfall2 | (CA)YIGA(CAG i 54 | 100
Cfall3 | (CA)20 A oA AT T T Eo 53 | 156
cant_ | ocsionTT o
Cfalc38 | (AG)20AC(AG)10AC(AG)S | 1 e i e e 60 | 228
caicn |0z v 0 [
crio o oo T TG o s
criest|iGma0 CmecTeecT e
cracto @5 Ao T o [
chiazs [0 e e
crici |10 R R P
criet [0 T e
chrs? ez r Socemceaco e
chersz | g F CreroMTSCococcn 0
chier? | o F T o
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Tabla 7. Sitios polimérficos y posicion de los mismos en los haplotipos encontrados de C. faliformis.
Para el haplotipo Cf-1 se indica el nucle6tido para cada posicion, sélo los nucledtidos diferentes del
Cf-1 se muestran para el resto de los haplotipos. Los nucleétidos idénticos al Cf-1 son indicados con
puntos ().

Posicion nucleotidica
155 176 190 248 267 330 363 446 507 526

Haplotipo

Ct-1 A C A G T C T G T T
Cf-2 . . . . . T . . .

Cf-3 . . . . . . . . C .
Ct-4 . . . . C . . . . G
Ct-5 . . . . . . . A

Ct-6 . . . A . . . . . .
Ct-7 . . G . C . . . . G
Cf-8 . T . . C . . . . G
Ct-9 . . . . . . C . . .
Ct-10 G T . . C . . . . G
Ct-11 . . . . . . C A .

Ct-12 . . . . . T . . C

Ct-13 G . C G
Ct-14 G G C G
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Tabla 8. Diversidad genética del fragmento de la region control del ADNmt analizado en C. faleiformis
por sitio de muestreo: N = numero de muestras, H = numero de haplotipos, § = nimero de sitios

polimorficos, /= diversidad haplotipica, 7 = diversidad nucleotidica, S.D. = desviacién estandar.

Localidad N H h*SD r 1+ SD
OPO 242 9 10 0.439 + 0.04 0.0008 = 0.0007
BCS 40 3 2 0.312 = 0.09 0.0005 £ 0.0005
GT 147 8 9 0.441 £ 0.04 0.0008 + 0.0007
CR 18 3 2 0.451 £ 0.1 0.0007 + 0.0001
EC 37 6 6 0.565 = 0.08 0.0012 £ 0.0002
70 66 7 7 0.529 * 0.060 0.0011%£ 0.0002
OAB 10 2 1 0.533 £+ 0.095 0.0007 = 0.0007
OC-G 56 7 7 0.529 + 0.086 0.0011 %+ 0.0009
OPOc 45 7 7 0.610 £ 0.07 0.002 = 0.001
NC 8 4 4 0.750 = 0.139 0.0019 = 0.0015
IN 37 7 7 0.586 * 0.083 0.0016 + 0.0012
Total 353 14 10 0.480 = 0.03 0.0009 + 0.00008




Tabla 9. Numero y frecuencia relativa de haplotipos por localidad de muestreo.

Haplotipo

Siti
o Cf-1 Cf-2 Cf-3 Ct4 Ct5 Ct-6 Ct7 Cf8 Cf9 Ct-10 Cf-11 Ct-12 Cf-13 Cf-14

BCS 33 4 3

GT 108 20 7 4 3 3 1 1
CR 13 4 1
EC 23 9 2 1 1

OoPO 177 37 13

8,
N
[S})
[UnN
p—
p—

OAB 6 4

oc_G 37 11 2 2 2 1 1

20 43 15 2 2 2 1

IN 23 7 2 1 2 1 1
NC 4 1 1 2

OPOc 27 8 3 3 2 1 1

Fr(®%) 70 17 51 28 11 09 09 06 03 03 0.3 0.3 0.3 0.3
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Tabla 10. Estimaciones de diferenciaciéon genética de Fy para la regién control (debajo de la
diagonal) y para microsatélites (arriba de la diagonal) entre pares de localidades. LLos nimeros con un
asterisco fueron estadisticamente significativos antes de la correcciéon de Bonferroni, los nimeros con
dos asteriscos permanecieron estadisticamente significativos después de la correccion de Bonferroni.

BCS GT CR EC OAB OC-G IN NC

BCS - 0.004 0.014 0.024* -0.012 -0.001 0.018 0.048%
GT -0.006 - -0.003 0.008 0.003 -0.003 0.045*%* 0.020
CR 0.001 -0.012 - -0.016 0.007 0.005 0.071 0.039
EC 0.024 0.005 -0.031 - 0.003 0.013* 0.078*%*  0.077*
OAB 0.166%* 0.071 -0.008 -0.017 - 0.001 0.010 0.050
OC-G 0.018 0.004 -0.021 -0.021 0.002 - 0.036**  0.018
IN 0.043* 0.025* 0.005 -0.004 0.023 -0.007 - 0.117*
NC 0.16* 0.088 0.091 0.032 0.115 0.015 -0.043 -
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Tabla 11. Analisis espacial de varianza molecular (SAMOVA) de estructura genética poblacional para
la region control y loci microsatélites. Los valores en negritas indican que el valor del estadistico F es
significativamente diferente de cero, P < 0.05.

Region control

Microsatélites

Modelos Czreri};lsll;on F.. F, Fy Compgiil;fn el v R F,
2 Otros 20.013 0.002 0.014 Otros 0.030 0.030 -0.001
0C-G 0C-G
Otros Otros
3 NC 0.001 0.011 0.010 IN 0.028 0.022 -0.006
0C-G 0C-G
Otros Otros
4 OAB 0.009 0.015 0.006 BES 0.026 0.010 -0.017
NC N
0C-G 0C-G
NC/EC/CR OAB/EC/CR/NC
BCS BCS
5 GT 20.003 0.010 0.013 GT 0.031 0.004 -0.028
OAB/OC-G 0C-G
N N
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Tabla 12. Analisis jerarquico de varianza molecular (AMOVA) de la regioén control del ADNmt vy los
microsatélites (fondo gris). Los valores con asterisco indican que el valor del estadistico F es
significativamente diferente de cero, P < 0.05.

Fuente de Componente  Porcentaje  Estadistico

Estructura probada Variacion de la Varianza de variacion F Valor P
0.004 1.21 0.0121 0.090
Entre grupos
-0.001 -0.28 -0.003 0.414
Entre poblaciones 0.002 0.43 0.004 0.335
A. Sur-Norte
dentro de grupos 0.007 1.48 0.015% 0.001
Dentro de las 0.345 98.36 0.016 0.106
poblaciones 0.481 98.80 0.012% 0.001
0.012 3.38 0.034* 0.032
Entre grupos
0.011 2.24 0.022 0.070
B. Oriente- Entre poblaciones -0.00002 -0.01 -0.0001 0.481
Occidente dentro de grupos 0.004 0.72 0.007% 0.022
Dentro de las 0.345 96.62 0.034 0.110
poblaciones 0.481 97.04 0.030%* 0.001
0.008 2.22 0.022% 0.024
Entre grupos
0.003 0.51 0.005 0.244
B. Oriente-Centro-  Entre poblaciones -0.001 -0.39 -0.004 0.655
Occidente dentro de grupos 0.005 1.05 0.011%* 0.011
Dentro de las 0.345 98.18 0.018 0.100
poblaciones 0.481 98.44 0.016%* 0.001
0.008 2.29 0.023% 0.017
Entre grupos
: 0.002 0.40 0.004 0.290
C. Suroriente-
Suroccidente- Entre poblaciones -0.003 -0.8 -0.008 0.769
Nororiente- dentro de grupos 0.005 1.05 0.011%* 0.028
Norcentro Dentro de las 0.345 98.51 0.015 0.106
poblaciones 0.481 98.55 0.014% 0.000
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Tabla 13. Parametros de demografia historica por region para C. faliformis. Los nimeros en negritas
fueron estadisticamente significativos, P < 0.05.

Region

Parametro OPO OPOc

T 0.56 0.22

0, 0.018 0
Parametros de expansién demografica 0, 99999 99999

Edad en afios 47,694 19,011

ANYD 0.002 0.21

Hr 0.13 0.05

T 0.57 0.23

0 0.01 1.04
Parametros de expansion espacial M 99999 99999

Edad en afios 48,241 19,467

SSD 0.002 0.004

Hri 0.13 0.05
Pruebas de neutralidad b 15 071

Fs -4.67 -1.55

Tabla 14. Comparacion del desequilibrio de ligamiento gamético por pares de loci microsatélite en C.

Saletformis (P < 0.0083 probabilidad marginal después de la correccién con Bonferroni).

Locus Locus P

Cli106 Cli107 0.108
Cli106 Cli119 0.292
Cli106 Cf11 0.008
Cli107 Cli119 0.658
Cli107 Cf11 0.183
Cli119 Cf11 0.575
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Tabla 15. Indices de diversidad genética estimada mediante cuatro loci de microsatélites en C.
faletformis. Se muestra por cada localidad y locus: tamafio de muestra (IN), nimero de alelos (INa), alelos
efectivos (INe), heterocigocidad observada (Ho), heterocigocidad esperada (He), indice de fijacion (F),
equilibrio Hardy-Weinberg (HW) y riqueza alélica (R) por localidad y loci.

Localidad Locus N Na Ne Ho He F R HW
Cli106 41 6 1951  0.512 0488  -0.051 4763  0.988
BCS Cli107 29 10 6596  0.759  0.848  0.106 6 0.200
Cli119 36 16 6.803  0.750  0.853  0.121 7.62 0.175
Cfl1 39 5 1.623 0359 0384  0.065 3.008  0.346
Cli106 143 9 2481  0.601 0597 -0.007 5.002  0.036
o Cli107 102 13 6.798  0.853  0.853  0.000  6.129  0.150
Cli119 133 23 11.094  0.865 0910  0.050  7.417 0
Cfl1 143 5 1.996 0503 0499  -0.009 2925 0175
Cli106 18 7 3240 0778  0.691  -0.125  4.133  0.756
CR Cli107 6 6 5538  0.667  0.819  0.186 6 0.265
Cli119 18 12 8.640  0.833  0.884 0.058 6282  0.136
Cfl1 18 4 1.895  0.444 0472 0059 3222 0.714
Cli106 34 8 3385  0.647 0705  0.082 3952  0.401
- Cli107 33 9 6331  0.848  0.842 -0.008 5803  0.239
Cli119 38 14 8.805  0.737  0.886  0.169  7.947  0.001
Cfl1 39 5 1771 0385 0435 0116 2828  0.038
Cli106 14 6 2240 0357 0554 0355 3379  0.027
OAB Cli107 6 6 4500  0.667 0778  0.143 6209  0.444
Cli119 13 10 4333 0.615 0769 0200 6925  0.015
Cf11 14 5 1.587 0429 0370  -0.159  2.746 1
Cli106 60 8 2261 0.633  0.558  -0.135  4.041  0.587
OC.G Cli107 48 9 6.008  0.875  0.834  -0.050 6.113  0.544
Cli119 51 20 10.383  0.784 0904  0.132  7.838  0.003
Cf11 59 4 1.933 0492 0483  -0.018  3.07 0.049
Cli106 8 4 1.707 0375  0.414  0.094 3.45 0.394
NC Cli107 7 7 4667  0.857  0.786  -0.091 6418  0.957
Cli119 8 12 10.667  0.875  0.906  0.034 9.8 0.322
Cfl1 7 3 2,649  1.000  0.622  -0.607 3 0.131
Cli106 34 6 1.503  0.324 0335 0034 2827  0.647
N Cli107 14 8 5521  0.857  0.819  -0.047 5848 0277
Cli119 30 14 7258  0.767 0.862  0.111  6.885  0.077
Cfl1 34 4 1.348 0235 0258 0089 2161  0.525
Total 363 8.688  4.610  0.646  0.669  0.028  5.117
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Tabla 16. Tasas de migracion reciente entre pares de localidades estimadas mediante BayesAss
expresadas como M=tasa de migracion escalada por la mutacion.

Localidad
emisora
de
migrantes

Localidad receptora de migrantes

BCS
GT
CR
EC
OAB
OC-G
NC
IN

BCS

0.055
0.005
0.006
0.006
0.154
0.005
0.088

GT
0.005

0.003
0.016
0.004
0.188
0.003
0.093

CR
0.01
0.024

0.01
0.01
0.079
0.008
0.175

EC

0.006
0.016
0.004

0.005
0.19
0.004
0.02

OAB
0.023
0.014
0.011
0.044

0.02
0.01
0.071

OC-G
0.004
0.014
0.003
0.005
0.004

0.003
0.058

NC

0.023
0.11

0.018
0.022
0.019
0.081

0.026

IN

0.004
0.007
0.003
0.004
0.004
0.108
0.004
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Tabla 17. Diversidad genética reportada para otras especies de tiburones. RC = Region control del mtADN, N = nimero de muestras, H
= namero de haplotipos, /= diversidad haplotipica, 7 = diversidad nucleotidica, Ho = heterocigocidad observada, He = heterocigocidad
esperada, ;. = coeficiente de diferenciacion para datos de region control, Fy. = coeficiente de diferenciacion para datos de microsatélites.
GM = Golfo de México, A = Atlantico.

Especie Marcador Zona N H A T Ho He F, Fy Autor
Carcharhinus falciformis RC-Micros  Pacifico 353 14 048 0.0009 0.646 0.669 0.002 0.001 Este trabajo
Coarcharbinns limbatus RC-Micros ~ GM,A 323 23 081 0.002 0.500 0.500 0.350 0.007 Keeney et al. (2005)

RC Global 364 37 0.84 0.004 Keeney y Heist (2006)
Carcharhinus plumbens RC-Micros  Global 329 67 0959 0.005 0.655 0.058 Portnoy et al. (2010)
Carcharhinus obscurus RC Global 255 25 0.84 0.005 0.55 Benavides et al. (2011)
Carcharbinus lencas RC-Micros  Atlantico 102 14 0.76 0.003 0.833 0.844 0.002 Katl et al. (2011)
Sphyma lewini RC Global 271 24 080 0.013 0.660 Duncan et al. (2000)

RC-Micros  EPO 221 7 0.53 0.001 0.77 0.79 0.031 0.005 Nance etal. (2011)
Negaprion brevirostris RC-Micros  Global 80 11 0.78 0.006 0.99 Schultz et al.( 2008)
Negaprion acutidens RC-Micros  Global 58 4 0.28  0.0006 0.77 Schultz et al. (2008)
Carcharodon carcharias RFLP-Micros Indico 95 29 - 0.020 0.8 Pardini et al. (2001)

RC Pacifico 59 20 0.79 0.001 0.68 Jorgensen et al. (2010)
Carcharias tanrus RC-Micros  Global 193 9 0.73 0.004 0.65 0.74 0.295 0.032 Ahonen et al. (2009)
Cetorhinus maximus RC Global 62 6 0.72  0.001 - Hoelzel et al. (20006)
Galeorhinus galens RC Global 116 38 0.92 0.007 0.84 Chabot y Allen (2009)
Rhincodon typus RC Global 70 44 0.9-1 0.007 0.107 Castro et al. (2007)
Stegostoma fasciatum ND4-Micros Indo- 75 8 0.72  0.14 091 0.439 0.065 Dudgeon et al. (2009)

Pacifico




Figura 1. Tiburdn piloto Carcharbinus faleiformis. Fotografia tomada por George Burgess
(http:/ /www.flmnh.ufl.edu/fish/Gallery/Descript/silkyshark/silkyshark.html).

Figura 2. Area geografica de distribucion potencial del tiburén piloto C. faleiformis.

74



AR — =
\ o £ //// // ——]

)
J

Corriente Ecuatorial del Norte f— -

— -
e —— —=
,‘/‘\\Q\—_’A/ //‘ﬁ Corriente Ecuatirial d:
e

s N "““7 =
= "\ g \\d%ﬁgﬁ‘::

: I
e C IR =

}I//

= ' :: W: *'/// 5 s 7
Figura 3. Sistema de corrientes en el Océano Pacifico. Modificado de:

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/6/67/Ocean_currents_1943_%28borderle
$8%293.png.

- RN Ny

75



20°N 30°N

10°N

(14)
. (my
. (10)FQ
0

; )
@G

0=

()] ’
00 . "
9 ‘

‘0' "l .

, ae R
%0 4, ] N

\ " L

8 ’ ! . N

T T 1T T —— T
10°E 12°E 130°E 140°E  150°E 160°E 170°€ 180  170°W 160 150°W 140°W 130°W 120°W  110°W 100°W QW 80°W

Figura 4. Localizacion geografica de los sitios de muestreo. (Cada punto en la zona oceanica
representa un lance de pesca, los puntos cercanos a la costa representan un punto de captura
en la zona costera. Los codigos son de acuerdo a la Tabla 1.
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L ADN Dig Lig Lig

1:5

Figura 5. Imagen que muestra la extraccion de ADN de la muestra con mayor calidad y
concentraciéon (ADN), asi como su digestion (Dig) y ligacion del ADN directo y diluido (Lig y
Lig 1:5) exitosa del ADNg de C. faliformis. Se puede observar que tanto la ligacion del ADN
directo como la ligacién muestran un barrido mas intenso entre 300 y 1000 pb.

Ladder 27 28

Figura 6. Gel de agarosa mostrando inserto con motivo GT de distinto tamafo indicando
bandas con distinto tamanos de inserto.
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Figura 7. Gel de agarosa mostrando PCR de barrido para comprobar la presencia de loci
microsatélites. De acuerdo con Wang et al., (2007) aquellas bandas que producen un barrido
contienen potenciales motivos microsatélites.

30 &l 70
CTOGOTCCTACAT GACCTGCTATTTTC

Figura 8. Eletroferograma parcial de una secuencia de la regiéon control del ADNmt en C.
Jfaleiformis.
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Figura 9. Filogenia de los haplotipos de la region control de C. faleiformis obtenido a través de
(a) maxima parsimonia y (b) aproximacion bayesiana. Los nimeros representan los valores de
soporte de las ramas. Se sefiala la localidad donde se observé cada haplotipo junto a su
abundancia dada entre paréntesis.
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Figura 10. Grafica que muestra el logaritmo natural

Ln de la distancia geografica

de la distancia geografica contra la

distancia genética calculada a partir de los valores de F; linearizados para a) la regiéon control y

b) loci microsatélites en un gradiente longitudinal y c) la

region control y d) loci microsatélites

comparando entre el norte y sur del océano Pacifico Oriental. La funcién en el grafico indica la

ecuacion de regresion lineal obtenida de los datos.
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Figura 11. Red de haplotipos de C. faleiformis. Los haplotipos estan representados por circulos
proporcionales a su frecuencia. Cada color representa la frecuencia del haplotipo por region.

Las lineas indican pasos mutacionales entre haplotipos.
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Figura 12. Distribucién de frecuencia del numero de diferencias entre pares de secuencias

(mismatches) de C. falciformis por regiones.
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Figura 13. Probabilidad posterior del tiempo de divergencia entre las regiones del Pacifico
Oriental y el Pacifico Occidental.
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Figura 14. Probabilidad posterior del tamafio efectivo de poblacién por region.
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Figura 15. Probabilidad posterior del flujo génico entre regiones.
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Figura 16. Perfil demografico bayesiano del tamafio efectivo poblacional por region. La linea

solida es la estimacion promedio, el area gris muestra los intervalos de confianza al 95%.
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Figura 17. Analisis factorial de correspondencia empleando las frecuencias de alelos en cuatro

loci microsatélites para ocho localidades de C. faliformis. Los individuos dentro del circulo rojo

corresponden a la localidad OAB.

87



a)
CR
NC
GT 0CG BCS
IN
EC
0OAB
NC
b)
CR
GT
0CG BCS
IN
EC

Figura 18. Analisis de componentes principales de: a) las ocho localidades muestreadas de C.

faleiformis y b) eliminando la localidad OAB. Los acrénimos son de acuerdo a la Tabla 1.
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Figura 19. Grafica de la estructura poblacional obtenida con Distruct (Rosenberg, 2003). Cada
individuo esta representado por una linea vertical, los cuales estan particionados en dos colores
diferentes que representan el coeficiente de ancestrfa estimado para cada cluster o grupo
genético. Las lineas negras separan las diferentes localidades que estin numeradas como sigue:
1.A,2.B,3.C,4.D,5 E, 6. F, 7. G, 8. PA, 9. PB, 10. PL, 11. SA 12. PEO, 13. PM, 14. CR,
15. EC, 16. NC, 17. IN.
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Figura 20. Numero de grupos genéticamente homogéneos a partir de la tasa de cambio de la
funcion de verosimilitud o AK (Evanno et al., 2005).
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