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RESUMEN

El tibur6n ballena tiene una distribucion epipeldgica circumtropical. En el 2000 fue
declarado como especie vulnerable en la lista roja de la IUCN, debido a evidencias en la
disminucion de las poblaciones. Es un organismo altamente migratorio, por lo que para un
adecuado manejo de la especie, es necesario hacer andlisis de las variaciones inter e intra
poblacional, para establecer unidades de manejo.

Con el objetivo de evaluar la variabilidad genética a escala global, se aislaron y
caracterizaron microsatélites especificos para tiburon ballena y se emplearon para el
andlisis en individuos de seis localidades: ElI Golfo de California, Filipinas, Australia,
Mozambique, Dijibouti e Isla Holbox. 422 tiburones fueron genotipificados usando nueve
loci microsatelitales. EI nimero de alelos por varié de 2-26. La heterocigosidad esperada
estuvo en el rango de 0.318-0.905. El analisis de varianza molecular revelo una estructura
poblacional significativa (Fst= 0.0238 p< 0.001). Se encontraron diferencias significativas
entre todas las localidades con respecto a Isla Holbox (FST=0.029 — 0.39). Estos resultados
se confirman con el andlisis de asignacion de individuos, que mostro que el tiburon ballena
a escala global no es una poblacién panmictica, estando conformados por la poblacién de
Isla Holbox y el Indo-Pacifico. A su vez se encontraron diferencias significativas bajas
entre Mozambique Yy Dijibouti con el Golfo de California (Fst=0.010 y 0.011,
respectivamente, p< 0.001), la prueba de aislamiento por distancia indican que estas
diferencias se deben a que el flujo genético esta relacionado con las distancias geograficas.

De acuerdo a la informacién genética obtenida en este estudio y a la informacion
bibliogréfica, en México existen dos poblacionales de tiburén ballena: Isla Holbox y en el
Golfo de California. Donde es necesario, obtener informacion bésica sobre estructura
poblacional, abundancia y fidelidad al area. Con el objetivo de estimar la abundancia y
estructura poblacional del tiburon ballena en Isla Holbox y el Golfo de California se emple6
la técnica de captura-recaptura mediante la foto-identificacion, la abundancia se estimo
mediante el modelo de Jolly-Seber para poblaciones abiertas.

En Isla Holbox se realizaron salidas de campo durante 2005-2008. Por su parte, en el Golfo
de California, se realizaron salidas de campo del 2003-2009 en: Bahia de La Paz, Isla
Espiritu Santo, Bahia de Los Angeles y Banco Gorda. Cada individuo fue foto-identificado,
ademas se determin0 el sexo, la talla y se registraron cicatrices.

En Isla Holbox se foto-identificaron 350 tiburones, de estos 65% fueron machos, 27%
hembras y 8% de sexo indeterminado. El intervalo de tallas estimado fue de 2.5 a 9.5 m de
longitud total (LT). La distribucién de tallas fue bimodal con dos clases frecuentes a los 6
my alos 7 m LT. 47 tiburones fueron recapturados entre-afios, el intervalo tipico de re-
capturas fue de 1 afio.

En el Golfo de California 252 tiburones fueron foto-identificados, de los cuales 64% fueron
machos, 28% fueron hembras y 9% de sexo indeterminado. Las tallas de los tiburones
identificados fueron de 2 a 13 m LT. El archivo fotogréafico incluye 41 recapturas inter-
anuales. El intervalo tipico de recapturas fue de 2 afios.



La estructura de tallas y sexos en Isla Holbox son similares a las reportadas en otras
localidades, siendo en su mayoria machos juveniles (6 m). Mientras que en el Golfo de
California existe una segregacion latitudinal, acorde a su talla y sexo. Encontrandose los
individuos jovenes (< 8 m), en aguas costeras de la Bahia de la Paz y de Bahia de los
Angeles, siendo la mayoria machos; mientras que los organismos adultos y hembras
prefiadas (> 9 metros) se distribuyen en aguas oceénicas del Sur del Golfo.

Se observaron movimientos de tiburones ballena juveniles entre Bahia de los Angeles y
Bahia de la Paz, se estimé que aproximadamente el 20% de los juveniles se mueven de un
sitio a otro.

Basado en el Modelo de Jolly-Seber para poblaciones abiertas se estimé una abundancia en
Isla Holbox de 516-802 tiburones, siendo este sitio la mayor estimada en el mundo. Por su
parte, en el Golfo de California se estim6 una abundancia de 396-509 tiburones, siendo
similar a reportada en otras localidades; mientras que la abundancia en la Bahia de la Paz
fue de 136-197, siendo mas baja a la reportada en otras localidades con excepcion de
Maldivas.

La abundancia anual en Isla Holbox vario de 70-105 a 211-260 tiburones ballena por afio.
En la Bahia de la Paz y Bahia de los Angeles las agregaciones fueron de pocos individuos
(8) hasta 58-72 y 84-110 tiburones respectivamente. Asi Isla Holbox representa el sitio de
mayor agregacion reportado en el mundo, mientras que en las Bahias del Golfo de
California hay baja abundancia.

En Isla Holbox Del 20 al 22% de los tiburones ballena son afectados por las embarcaciones.
Mientras que en la Bahia de la Paz del 31 al 67% de los tiburones ballena son afectados por
las embarcaciones.

Palabras clave: Tiburon ballena - estructura genética poblacional - abundancia y estructura

poblacional.



ABSTRACT

The whale shark is epipelagic, with a circumtropical and subtropical distribution. In 2000,
the whale shark was listed as vulnerable, based on documented declines in populations. It is
highly migratory; to properly manage this shark, it is necessary to assess inter- and intra-
population variation so that management units can be realistically and accurately defined.

With the objective to understand the global population structure, DNA microsatellites
markers of individuals from six locations were isolated, characterized, and used. Specimens
came from the Gulf of California, The Philippines, Western Australia, Mozambique,
Dijibouti, and Holbox Island. In total, 422 whale sharks were genotyped for nine
microsatellites loci. The number of alleles per locus ranged from 2-26. Expected
heterozygosity ranged from 0.318-0.905. Analysis of molecular variance revealed
significant population structure (Fst = 0.02383; P < 0.001). The genetic differentiation test
indicated significant differences between all localities and Holbox Island (Fst = 0.029-
0.39). These results were confirmed by analysis of the assigned individuals, showing that
whale sharks on a global scale do not represent a panmictic population, but structured by
two populations: Holbox Island and the Indo-Pacific. Small but significant differences
occurred between Mozambique and Djibouti and the Gulf of California (Fst = 0.010 and
0.011, respectively), the isolation by distance analysis showed that differences result from
gene flow linked to geographic distances.

According to reference and genetic data from this study, in Mexico, there are two whale
shark populations: Holbox Island and the Gulf of California. In these localities, it is
necessary to obtain basic information on population structure, abundance, and fidelity to
specific sites. To estimate population abundance and structure of whale shark near Isla
Holbox and the Gulf of California, mark-recapture methods of photo-identification were
used and abundance was estimated by the Jolly-Seber model for open populations.

Field work near Isla Holbox was conducted from 2005 through 2008; in the Gulf of
California, field work was conducted from 2003 through 2009 in Bahia de la Paz, Isla
Espiritu Santo, Bahia de los Angeles, and the Gorda Banks. Each individual was photo-
identified, sex and size were determined, and the scars were recorded.

At Holbox Island, 350 sharks were photo-identified, of which 65% were male, 27% were
female, and 8% could not be determined. Size ranged from 2.5 to 9.5 m total length (TL) in
a bimodal pattern at 6 m and 7 m TL; 46 sharks were re-sighted in different years. The
interval between re-sightings was typically one year.

In the Gulf of California, 252 whale sharks were photo-identified, of which 62% were
male, 29% female, and 9% could not be determined. The size of the sharks ranged from 2
to 13 m TL. The photographic data provided 41 inter-annual re-sightings; the interval
between re-sightings was typically two years.

At Holbox Island, the size and sex structure were similar to those reported at other
localities, mainly juvenile males (6 m). In the Gulf of California, they segregate by size and



sex. Juvenile sharks (<8 m), predominantly small males, aggregate near the coast
surrounding Bahia de Los Angeles and Bahia de La Paz. Adults (>9 m) and pregnant
females occur in oceanic waters in the southern part of the Gulf of California. Juvenile
sharks showed movements between Bahia de los Angeles and Bahia de la Paz, the data
showed that around the 20% of the juveniles moved between the two localities.

Based on the Jolly-Seber open-population models, at Holbox Island, estimated abundance
was 516-802 individuals, making this location the largest center of aggregation in the
world. In the Gulf of California, estimated abundance was 396-509 individuals, a size
similar to other localities. Abundance in Bahia de la Paz ranged from 136-197 individuals,
lower than most aggregation, with the exception of the Maldives.

At Holbox Island, annual aggregations range from 70-105 to 211-260 individuals. Annual
estimates of abundance in Bahia de La Paz ranged from a few to 58-72 and in Bahia de los
Angeles, ranged from 46-69 to 84-110. Isla Holbox has the largest aggregation reported:;
abundance in two bays of the Gulf of California is low.

At Isla Holbox, the kind of scars indicates that 13—-33% of the sharks were injured by boats;
for Bahia de La Paz, 33-67% of the sharks were injured by boats.

Key words: whale sharks, genetic population structure, abundance, population structure
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GLOSARIO

ADN polimerasa. Es una enzima gue sintetiza una cadena hija (o varias) de ADN (bajo la
direccion de una plantilla molde de ADN). Puede participar en la reparacion o en la

replicacion.

Alelo. Forma alternativa de un locus. En microsatélites, es una variante con diferente

numero de repeticiones de la secuencia motivo.

Alelos nulos. Alelos que no son amplificados en la reaccién en cadena de la polimeraza
(PCR) debido a que presentan mutaciones en la region del iniciador o primer de la
secuencia por lo que no son amplificados. La presencia de alelos nulos en una poblacion
puede originar desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg hacia un déficit de
heterocigotos.

Amplificacion génica. Proceso o procesos mediante los cuales la célula aumenta el nUmero

de copias de un determinado gen dentro del genoma.

Analisis de varianza molecular (AMOVA). Método estadistico para probar la ditribucion
de la varianza genética a diferentes niveles jerarquicos de poblaciones, se basa en el analisis

de varianza de las frecuencias genotipicas.

Area de crianza. En tiburones, son lugares donde las hembras paren a sus crias y éstas

permanecen ahi por un corto tiempo.

Area de crianza primaria. En tiburones, son aquellos sitios donde las hembras paren a las

crias y éstas permanecen ahi por un corto tiempo.

Area de crianza protegida. En tiburones, son &reas de crianza protegidas de los

depredadores y no son frecuentadas por los adultos.
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Area de crianza secundaria. En tiburones, son lugares donde se juntan los juveniles
después de haber abandonado las &reas de crianza primaria y permanecen antes de alcanzar

la madurez.

Cadena de Markov. En la teoria de la probabilidad, se conoce como cadena de Méarkov a
un tipo especial de proceso estocéastico discreto en el que la probabilidad de que ocurra un

evento depende del evento inmediatamente anterior.

Cadena de Markov Monte Carlo. Son algoritmos matematicos para obtener a partir de
una distribucion de probabilidades basadas de una matriz de Markov una distribucion de
probabilidades en equilibrio. Método que se basa en la simulacion de un tipo de proceso
estocastico para estudiar las propiedades de una distribucion de probabilidad que no puede
ser estudiada facilmente mediante métodos analiticos. Una cadena de Markov genera una
serie de variables aleatorias, de manera que la distribucion de probabilidad de estos futuros
estd completamente determinada por estado actual de la cadena. Bajo ciertas condiciones, la
cadena llegara a un estado estacionario de manera que si se corre por un periodo suficiente,

la cadena visitara una distribucion de probabilidad especifica.

Circuntropical. Se refiere a la distribucion de especies que se encuentran en todo el mundo

entre el trépico de cancer y el tropico de capricornio.

Clonacion genética. Produccion de un nimero grande de copias de un segmento de ADN
después de que dicho segmento de ADN sea insertado dentro de un vector e introducido en

una célula. La clonacidn tiene lugar cuando el vector se replica.

Coeficiente de endogamia (F;s). Es la proporcion de la variacion en la subpoblacion que

figuran en un individuo. Un alto F;s implica un grado de consanguinidad considerable.

Correccion de Bonferroni. Procedimiento no paramétrico en el cual es empleado para
reducir el error tipo 1 (rechazar una hipotesis nula verdadera) cuando se realizan multiples

pruebas o comparaciones.
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Cuello de botella. Reduccion transitoria en el tamafio poblacional.

Depresion por endogamia. Disminucion del vigor, viabilidad o adecuacion de la progenie
de cruzas entre individuos emparentados o con respecto a la progenie de individuos no

emparentados.

Deriva génica. Es una fuerza que reduce heterocigosidad por la pérdida aleatoria de alelos,
generando cambios en las frecuencias de los alelos. La accion de la deriva génica es
inversamente proporcional al tamafio de la poblacion. La deriva génica es una de las
principales fuerza evolutivas (junto con la seleccion natural, mutacion, migracion genética

y el apareamiento no aleatorio).

Desequilibrio de ligamento. Cuando los alelos de diferentes loci se encuentran ligados no
existe una segregacion independiente de los mismos, lo cual genera que a nivel poblacional

se observen genotipos comunes entre individuos.

Diferenciacion genética. Grado de diferencia entre los indicadores de diversidad genética
(diversidad alélica, heterocigosidad, etc) entre dos poblaciones o especies.

Distancia genética. Es una medida de las diferencias entre las frecuencias alélicas en dos

poblaciones o especies.

Diversidad genética. Es el grado de variacion genética en una poblacién, especie, o entre
un grupo de especies medido en algin descriptor de diversidad genética tal como,

heterocigosidad, diversidad alélica, heredabilidad, etc.
Efecto Wahlund. Reduccion de la heterocigosidad en relacion a lo esperado segun el
equilibrio de Hardy-Weinberg en una poblacién separada en varias sub poblaciones

parcialmente aisladas.

Endogamia. Cruzamiento entre individuos genéticamente relacionados (parientes).
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Epipelagica. Organismos que viven en la zona epipelagica, la cual va desde la superficie
hasta una profundidad de 200 metros.

Equilibrio de Hardy-Weinberg. Es el equilibrio alcanzado en las frecuencias alélicas en
una poblacion panmitica donde no hay perturbaciones por efecto de mutacion, migracion,
seleccion o deriva. Si dos alelos A; y A, tienen frecuencias p y q, las frecuencias en
equilibrio de Hardy-Weibeng para los genotipos A; A1 A1 A, y A, A, serdn p?, 2pq y o,

respectivamente.

Especie Vulnerable. Una especie se encuentra en estado vulnerable cuando no esta
criticamente en peligro o en peligro pero enfrenta un alto riesgo de extincién en estado

silvestre en el futuro a mediano plazo.

Estructura genética poblacional. Distribucion no aleatoria de los alelos en tiempo y
espacio. Ocurre cuando en dos 0 mas sitios colectados presentan un grado de diferenciacién

genética tal que se consideran como sub poblaciones diferentes.
Estructura poblacional. Composicion de una poblacion de acuerdo con la edad y el sexo
de los individuos y determinada por parametros de abundancia, mortalidad y sobrevivencia

de los individuos que conforman una poblacion homogénea.

Filopatria. Deriva del griego amante de casa y es la tendencia del individuo a retornar o

permanecer en un area, sitio natal o u otro tipo de localidad adoptada.

Filopatria especifica del sexo. Cuando los organismos de un sexo son mas filopatras que

el otro.

Filopatria natal. Regreso al area de nacimiento.

Flujo genético. Es el desplazamiento de genes de una poblacion a otra, haciendo que las

poblaciones sean mas similares. La migracion es el principal agente del flujo de genes.
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Frecuencias génicas. Se refiere a las frecuencias de los alelos.
Heterocigoto. Individuo con dos alelos diferentes en un locus.

Heterocigotos, déficit o exceso. Cuando la heterocigosidad observada (H,) y la esperada
(He) bajo el equilibrio de Hardy-Weinberg no coinciden, presentandose un déficit cuando la

H, es menor que la He, y un exceso en el caso contrario.

Heterocigosidad. Numero de individuos heterocigotos para un locus dividido entre el

numero total de individuos de la muestra.

Heterocigosidad esperada. Proporcion de organismos heterocigotos calculada a partir del
equilibrio de Hardy-Weinberg. Su célculo implica la obtencion de las frecuencias
genotipicas a partir de las frecuencias alélicas siguiendo un binomio al cuadrado (p+q)?, en
donde p y g son las frecuencias alélicas y 2pqg correspondera a la frecuencia de

heterocigotos. También se conoce como diversidad genética.

Heterocigosidad observada = que Heterocigosidad. Proporcién de organismos

heterocigotos calculada a partir de los genotipos observados en una muestra poblacional.
Homocigoto. Individuo con dos copias del mismo alelo en un locus.

indice de fijacion Fsr. Proporcion de la endogamia total en una poblacion como

consecuencia de la diferenciacion entre subpoblaciones.
Lisis. Desintegracion de una célula por la ruptura de su membrana celular.
Lucus (plural: loci). Segmento de ADN en un cromosoma. Este segmento puede codificar

un punto, tener una funcion regulatoria o ser una regién de ADN definida por un método

molecular como los microsatélites.
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Microsatélites. Secuencias cortas de 1 a 6 pares de bases repetidas en tdndem en un
namero de veces variable y que se encuentran en forma abundante y dispersa dentro del
genoma. Por lo general, estos marcadores presentan polimorfismos y heterocigosidades
elevadas en una poblacidén, por lo que son informativos para determinar la variabilidad y

estructura genética poblacional.

Numero de alelos efectivos (ne). Numero de alelos que en igual frecuencia resultarian en la

homocigosidad que el nimero de alelos observados.

Pantropical. Que se extiende o que aparece en toda la extensién del trépico y del

subtrdpico, o que al menos esta diseminado en las regiones tropicales.

Poblacion. Grupo de organismos de la misma especie que habitan en un area geogréfica
restringida y que tienen la capacidad de reproducirse con cualquier otro miembro del grupo.

Poblacion panmictica = Poblacion. Poblacién en donde todos los individuos tienen la
misma probabilidad de aparearse, por lo que hay ausencia de diferenciacion entre

subpoblaciones.

Polimorfismo genético. Presencia de diferentes variables alélicas para un mismo locus en
una muestra poblacional. Se dice que un locus es polimérfico cuando presenta al menos dos
alelos. En microsatélites, un locus de moderado a elevado polimorfismo puede presentar de
10 a 20 alelos.

Reaccion en Cadena de la polimerasa (PCR). Método para amplificar rapidamente

segmentos de ADN en ciclos de desnaturalizacion, adicion de iniciadores y replicacion.

Replicacion. Proceso de copia o duplicacion del ADN.

Riqueza alélica (AR). Numero promedio de alelos por locus independientemente del

tamafo de muestra.
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Tamario efectivo poblacional (N¢). Es el tamafio de una poblacion idealizada (estable,
panmictica y estacionaria) que tendria el mismo grado de endogamia y deriva observado en
una poblacién verdadera. Se entiende también como, como el numero de individuos de una

poblacion que dejan descendencia en la siguiente generacion.

Variancia genética. 1. Tendencia de los caracteres hereditarios a generar diversidad
genética dentro de una poblacion. 2. Media de los cuadrados de las variaciones calculada a

partir de la media de una distribucion de frecuencia génica.
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1. INTRODUCCION

El tiburdn ballena (Rhincodon typus, Smith, 1828) pertenece a la Familia Rhincodontidae y
género R. typus como Unica especie (Compagno, 1984). Son organismos que pueden llegar

a medir hasta 20 metros (Compagno, 1984; Colman, 1997).

Es un tiburdn de distribucion epipelagica circuntropical, de aguas costeras y oceanicas,
encontrandose desde el ecuador hasta los 30°N y 35°S en los Océanos Atlantico, Pacifico e
indico (Compagno, 1984; Wolfson, 1986). En todas las zonas donde se agrega, se ha
observado una cierta estacionalidad (Norman, 2004). Es un tiburén altamente migratorio
(Eckert y Stewart, 2001; Eckert et al., 2002; Norman, 2004; Rowat y Gore, 2007), sus
movimientos se han relacionado con el desove de corales y peces, con afloramiento de
organismos plancténicos y con cambios en la temperatura de las masas de agua
(Compagno, 1984; Clark y Nelson, 1997; Colman, 1997; Gunn et al., 1999; Taylor y
Pearce, 1999; Heyman et al., 2001; Wilson et al., 2001; Ketchum, 2003).

Es una de las tres especies de tiburones filtradores (Compago et al., 2005). Se alimentan de
presas pequefias, desde organismos plancténicos (preferentemente crustaceos), en su
mayoria copépodos, eufausidos, peces pequefios, huevos de peces y hasta cefalopodos
(Compagno, 1984; Gunn et al., 1999; Heyman et al., 2001; Wilson y Newbound, 2001;
Ketchum 2003; Hacohen-Domené et al., 2006). Incluso, se sugiere que en algunas

ocasiones estos tiburones llegan a alimentarse de algas (Colman, 1997).

Histéricamente el tiburén ballena ha sido pescado en el Indo-Pacifico. A finales de la
década de los 90°s las poblaciones de los tiburones ballena se vieron drasticamente
disminuidas (CITES, 2002). Es una especie vulnerable debido a que tiene caracteristicas
bioldgicas como lento crecimiento, maduracion sexual tardia, y poblaciones pequefias
(Colman, 1997; Wintner, 2000; CITES, 2002). En el 2000 fue declarada como especie

vulnerable por la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (Norman,



2000) y posteriormente incluida en el Apéndice Il del CITES (CITES, 2002). En Mexico,
este tiburdn no se explota pero tiene un valor econémico importante desde el punto de vista
turistico y en el 2002 fue declarado como especie amenazada en la NOM- 059-
SEMARNAT-2001 (DOF, 2002).

Debido a la amplia distribucion del tiburon ballena y a sus largas migraciones (Eckert y
Stewart, 2001; Eckert et al., 2002; Norman, 2004; Rowat y Gore, 2007), es necesario
entender la organizacion poblacional desde un punto de vista genético y ecoldgico para

poder plantear medidas adecuadas para su conservacion con base en unidades de manejo.

La identificacion de unidades de manejo puede abordarse mediante el analisis de las
variaciones de los microsatélites, este marcador ha sido una herramienta para determinar
estructura genética, flujo genético y movimientos migratorios entre diferentes poblaciones
de peces y tiburones (Heis y Gold, 1999; Feldheim et al., 2001; Pardini et al., 2001; Schrey
y Heist, 2003).

Los microsatélites 0 SSRs (del inglés Simple sequence repeats) son repeticiones cortas en
tandem de una a seis pares de bases (pb), las cuales se encuentran presentes en todos los
genomas procariotas y eucariotas analizados al momento. Se encuentran presentes tanto en
regiones codificantes como no codificantes y son codominates, son heredados tanto via
materna como paterna. Se asume que son marcadores neutrales e hipervariables con una

tasa de mutacion alta (Lambert y Millar, 1995).

Actualmente el desarrollo de microsatélites puede considerarse como algo rutinario, sin
embargo en algunas especies puede ser dificil, y depende del nimero y distribucién de los
microsatélites en el genoma. Incluso empleando técnicas enriquecidas, en algunos casos
puede ser dificil aislar y caracterizar microsatélites polimdrficos (Zane et al., 2002). El

poder de deteccion de diferenciacion entre poblaciones, depende del nudmero loci



microsatelitales empleados, asi como su nivel de polimorfismo y del nimero de muestras
(Zane et al., 2002).

Con el objetivo de evaluar si existe estructura poblacional del tiburon ballena a escala
mundial, se aislaron y caracterizaron microsatélites, los cuales fueron empleados en el

analisis de individuos de seis localidades.

En México existen dos poblacionales de tiburon ballena en Isla Holbox y en el Golfo de
California (Castro et al., 2007). En estas localidades, el tiburdn representa un importante
capital econdémico, por lo que en los Ultimos afios se ha trabajado en el plan de manejo
nacional para la actividad de observacion y nado con tiburén ballena; sin embargo, es
necesario, obtener informacidn basica sobre su estructura poblacional, abundancia y

fidelidad al area.

La técnica de marcaje-recaptura ha sido empleada para estimar la abundancia, patrones de
movimiento, estructura de grupos, asi como variables demograficas como la talla de
madurez, tasa de sobrevivencia de muchas especies marinas (Cerchio, 1998; Hamilton et
al., 1998; Chaloupka et al., 1999; Forcada et al., 1999, 2003; Mizroch et al., 2004; Castro
y Rosa, 2005; Bansemer y Bennet, 2009).

En elasmobranquios la técnica de marcaje-recaptura se ha abordado mediante el empleo del
marcaje convencional y la foto-identificacion. Los estudios basados en el marcaje
convencional han proveido informacion importante en la biologia de los elasmobranquios,
incluyendo parametros del ciclo de vida, el estatus de la poblacion, comportamiento,
movimientos migraciones y patrones de distribucion (Kohler y Turner, 2001). En
comparacion, la foto-identificacion es un meétodo no invasivo, en donde se toman
fotografias en una parte distintiva del animal que permita identificarlo nuevamente cuando

se vuelva a observar (Meekan et al., 2006).



Con el objetivo de estimar la abundancia y describir la estructura poblacional de los
tiburones ballena de Isla Holbox y el Golfo de California asi como sus fluctuaciones a

través del tiempo, se empleo la técnica de captura-recaptura mediante la foto-identificacion.

2. ANTECEDENTES

Es poco lo que se conoce sobre el ciclo de vida, ecologia y biologia poblacional del tiburén
ballena. Para la mayoria de las poblaciones, no hay datos de tasa de sobrevivencia, tasa de
reproduccion, crecimiento, edad de primera madurez, longevidad y tamafio poblacional
(Stevens, 2007).

No obstante, los datos de distribucion y patrones de migracion han sido mas estudiados, por
ejemplo, mediante el uso de marcas satelitales se han observado los movimientos del
tiburén ballena: 1) una migracion de 12642 km desde el Golfo de California hasta el
Pacifico Occidental, (Eckert y Stewart, 2001), 2) Méas de 2000 km hacia Asia desde el
Noroeste de Australia (Norman, 2004), 3) de 550 km de Belice (Norman, 2004), 4)
migracion de 4567 km desde Filipinas hacia el sur de Vietnam (Eckert et al., 2002) y 5) dos
tiburones ballena viajaron 5000 km de Seychelles hacia Sri Lanka y Tailandia (Rowat y
Gore, 2007). Asimismo, mediante foto identificacion también se han registrado
migraciones, una de 650 km de Bahia de los Angeles a la Bahia de la Paz en el Golfo de
California (Ramirez-Macias et al., 2007). A pesar que se han observado largos
movimientos, no se sabe si existen migraciones sincronicas poblacionales. Se ha discutido
si estos movimientos reflejan la falta de diferenciacion genética entre los océanos Pacifico e

indico.

Son pocos los estudios que han abordado aspectos de ecoldgicos y de genética poblacional
del tiburon ballena. Ramirez-Macias et al. (2007) aislaron y caracterizaron la region control
del ADNmt de tiburones ballena del Golfo de California donde se encontré que en esta

localidad los tiburones ballena conforman una sola poblacion. Por su parte Castro et al.



(2007) analizaron secuencias mitocondriales de 70 tiburones ballena de los océanos
Atlantico, Pacifico e Indico, encontrando diferencias significativas entre los tiburones del
océano Atlantico con los del océano Pacifico e Indico, los autores mencionan la necesidad

de realizar mas estudios, ya que el nimero de muestras analizadas fue bajo.

Por su parte, Schmidt et al. (2009) analizan 68 muestras de tiburones ballena muestreados
en el Mar Caribe y los Océanos Pacifico e Indico, mediante el uso de ocho loci
microsatelitales y encuentran diferencias significativas bajas entre tiburones muestreados
en el Mar Caribe y el Océano Indico (FST= 0.0296, p = 0.0495), dado que mediante
métodos bayesianos no encontraron estructura entre las poblaciones muestreadas,
concluyen que existe flujo genético entre todas las poblaciones estudiadas, de igual manera

el andlisis fue realizado con un nimero de bajo de muestras.

En el tiburdn ballena la técnica de marcaje-recaptura ha sido empleada mediante la foto-
identificacion para determinar el tamafio poblacional y estructura en Ningaloo Reef
Australia (Meekan et al., 2006; Holmberg et al., 2009), Seychelles (Rowat et al., 2009),
Maldivas (Riley et al., 2010) y se ha combinado con el marcaje convencional en Belice
(Graham y Roberts, 2007).

Los trabajos anteriores indican que existe una segregacion por tallas y sexos, encontrandose
agregaciones de tiburones ballena juveniles principalmente en areas costeras, siendo en su
mayoria machos (Meekan, et al., 2006; Graham y Roberts, 2007; Holmberg et al., 2009;
Rowat et al., 2009; Rley et al., 2010).

En el Golfo de California se ha reportado una aparente segregacion latitudinal de tiburones
ballena, acorde a su talla y sexo. Los individuos jovenes (< 7 m), se distribuyen en aguas
costeras de la Bahia de la Paz y de Bahia de los Angeles, probablemente aprovechando la
alta productividad del area, mientras que los tiburones mas grandes (> 9 metros) se
distribuyen en aguas oceanicas del Sur del Golfo, especificamente alrededor de la Isla

Espiritu Santo y Banco Gordo, donde se encuentran la mayor parte de hembras maduras y



prefiadas (Eckert y Stewart, 2001; Ketchum, 2003; Ramirez-Macias et al., 2007), las cuales
probablemente migran grandes distancias cruzando hacia el Pacifico occidental (Eckert y
Stewart, 2001).

En la Bahia de La Paz Ketchum (2003) reporta una distribucion de acuerdo a la tallas y
sexos, encontrandose en aguas costeras tiburones ballena juveniles y en su mayoria

machos, mientras que en las aguas alrededor de la Isla Espiritu santo hembras prefiadas.

3. JUSTIFICACION

El tiburén ballena tiene una distribucion epipeldgica circumtropical. ES una especie
vulnerable debido a que tiene caracteristicas bioldgicas como lento crecimiento,
maduracion sexual tardia, y poblaciones pequefias (Colman, 1997; Wintner, 2000; CITES,
2002). Es un organismo altamente migratorio, por lo que el uso sustentable de esta especie
amenazada depende de colaboraciones internacionales. EI conocimiento sobre su biologia,
ecologia, y desarrollo es limitado, no permitiendo la implementacion de una proteccién
adecuada para su conservacion. En el 2000 fue declarado como especie vulnerable en la
lista roja de la IUCN, debido a evidencias en la disminucién de las poblaciones. Para un
adecuado manejo de la especie, es necesario hacer analisis de las variaciones inter e intra

poblacional, para establecer unidades de manejo.

El establecimiento de unidades de manejo permite plantear una gestion adecuada en los
programas de recuperacién y conservacion de especies amenazadas. Esto mediante el

empleo de marcadores moleculares (Haig, 1998; Parker, 1998).

Los microsatélites son los marcadores mas sensibles para abordar los parametros
poblacionales necesarios para el establecimiento de medidas adecuadas para la

conservacion de las especie, por ello se aislaron caracterizaron microsatélites para la



valoracion de las poblaciones de tiburdn ballena y la valoracion genética con un mayor

namero de muestras, que el realizado por Schmidt et al. (2009).

En México los lugares méas conocidos de agregaciones de tiburones ballena son: EI Golfo
de California e Isla Holbox en el Mar Caribe, donde se realiza la actividad de observacion
y nado con el tiburon ballena. En ambas localidades se requiere de informacién béasica
sobre la estructura y abundancia poblacional, para el planteamiento de medidas adecuadas

para la conservacion y manejo de esta especie amenazada.

4. OBJETIVOS

General:
e Evaluar la variabilidad y diferenciacion genética de los tiburones ballena de los
océanos Atlantico, Pacifico e indico.
e Generar informacién de la estructura poblacional y abundancia de los tiburones

ballena en México: Isla Holbox y el Golfo de California.

Especificos:

e Aislar y caracterizar microsatélites de tiburdn ballena.

e Determinar la variabilidad genética dentro y entre las poblaciones de los tiburones
ballena en tres cuencas oceanicas.

e Determinar el tamafio de las agregaciones de tiburén ballena de Isla Holbox y el Golfo
de California, asi como su estructura poblacional por sexo y tallas.

e Determinar la abundancia de los tiburones ballena en Isla Holbox y el Golfo de
California.

e Determinar los posibles impactos causados por embarcaciones en la Bahia de La Paz e

Isla Holbox.



5. HIPOTESIS

Existe evidencia de una capacidad de gran desplazamiento en el tiburon ballena y por
medio del andlisis genético usando ADN mitocondrial se pudo constatar que existen
diferencias entre el Océano Atlantico, con respecto a otras localidades de los océanos
indico y Pacifico. Por ello, se espera que el tiburdn ballena presente una estructura
poblacional entre Isla Holbox, México (Atlantico) con respecto a otras localidades y una
menor diferenciacion genética entre los océanos Pacifico e indico. Se espera que en aguas
costeras de Isla Holbox la estructura de tallas y sexos sea similar a la reportada en otras
localidades y una mayor abundancia. Por su parte en el Golfo de California se espera que
exista una segregacion latitudinal de tallas y sexos, con una abundancia similar a otras

localidades pero menor al hacer el andlisis por localidad.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 ANALISIS GENETICO

6.1.1 Aislamiento de microsatélites

Para el aislamiento de loci microsatélites se extrajo el ADN total de tres muestras de

tiburones ballena de Bahia de los Angeles (Golfo de California).

Se empled de 20-50 mg de tejido previamente macerado y digerido durante tres horas a 60
°C en 500ul de buffer de extraccion [10mM Tris a un pH 8.0, 2mM EDTA, 10mM NaCl,
1% dodecilsulfato sodico(SDS, por sus siglas en inglés), 8mgml—1 dithiothreitol (DTT), y
0.2 mg ml—1 proteinasa K] (Rosel y Block, 1996). EI ADN fue lavado dos veces con fenol

y una con cloroformo, seguido de su precipitacion con etanol (Sambrook et al., 1989).


http://es.wikipedia.org/wiki/Dodecilsulfato_s%C3%B3dico

Este ADN extraido fue utilizado para desarrollar una genoteca enriquecida de
microsatélites siguiendo el protocolo de Glenn y Schable (2005). EI ADN total fue
fragmentado mediante enzimas de restriccion (Rsal y BstU 1), posteriormente los
fragmentos de ADN de doble cadena fueron ligados con los adaptadores superSNX24 y
SuperSNX24+4 en volumenes y molaridades iguales. Esta etapa proporciona un sitio de
inicio para la PCR, a su vez se agrega la enzima Xmm que permite cortar el adaptador de
doble cadena y evitar posibles artefactos que interfieran con la reaccion de ligacion. El
enriquecimiento de fragmentos de ADN se realizd mediante el empleo de sondas
(nucledtidos de secuencia conocida con motivo repetido) marcadas con biotina en su
extremo 3’. Las sondas fueron sintetizados en Sigma-Genosys: AC'? AG*, AAT?, ATG®,
GGAT®, ATCC® AACC® y AAGC®. La finalidad del empleo de estos oligos es la de
permitir la hibridacion de los fragmentos de ADN ligados a los adaptadores y poder
seleccionar aquellos complementarios a las sondas con motivos de repeticion, lo cual se
hizo mediante el empleo de micro esferas con alta afinidad por la biotina las cuales

recuperar el ADN de interés eliminandose el no hibridizado.

Los fragmentos obtenidos por el enriquecimiento fueron clonados siguiendo las
instrucciones del fabricante (invitrogen). Las colonias positivas fueron directamente
secuenciadas, cada colonia positiva fue individualmente extraida del medio de cultivo y se
coloco en 20uL de agua destilada y lisadas a 95°C durante 5 minutos, posteriormente se

enfriaron en hielo y centrifugadas a 4°C, 4000 RPM, durante 30 minutos.

Los lisados fueron utilizados como ADN templado para las subsecuentes reacciones de
PCR. Se utilizo la enzima Exo-SAP It (USB Corp., Cleveland, OH) para limpiar el
producto de PCR antes de la secuenciacion en un CEQ™ 8000 DNA Analyzer (Beckman-

Coulter, Inc., Fullerton, CA) empleando reactivos y protocolos de Beckman-Coulter.

Las secuencias generadas empleando los iniciadores M13 para ambas direcciones (Promega
Corp., Madison, WI) fueron editadas por medio del consenso de las cadenas

complementarias y la revision de sus cromatogramas mediante el modulo de anélisis de
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secuencias del Software CEQ™ 8000. Las secuencias que presentaron microsatélites fueron

seleccionadas para el disefio de iniciadores.

Se disefiaron iniciadores especificos mediante el Software Primer3 (Rozen y Skaletzky,
2000). A cada iniciador delantero (forward) disefiado se le agrego una cola marcada con
tinte de M13 en el extremo 5° GAGTTTTCCCAGTCACGAC, para reducir costos ¢
incrementar la fidelidad de los iniciadores durante la caracterizacion de los nuevos juegos
de iniciadores disefiados. La amplificacion se realizo en volimenes de 10 pl empleando
Promega PCR Master Mix (Promega Corp., Madison, WI), 0.4 uM 5’ primer, 0.8 uM 3’
primer, 0.4 uM tinte, M13 primer, y 20-40 ng de ADN templado. Las condiciones de PCR
fueron: 3 minutos a 95° C para desnaturalizar. Seguidos de 32 ciclos tipo touchdown (la
temperatura de alineacién cambio 2° C en cada ciclo) comenzando con 30 segundos a 94°
C, 30 segundos de temperatura de alineacion entre 50-60°C, y 30 segundos a 72°C de
extension. Se emple6 un termociclador MJ Research PTC-100 (Bio-Rad laboratories,
Hercules, CA).

El tamafio de los alelos se determind mediante un secuenciador Beckman Coulter (CEQ™
8000 DNA Analyzer). Se empled el programa computacional del secuenciador para el

analisis de los fragmentos asi como los reactivos y protocolos de Beckman-Coulter.

Se disefiaron 42 juegos de iniciadores, los cuales fueron probados en 50 muestras de
tiburones ballena colectados en Isla Holbox, dichos iniciadores fueron caracterizados

mediante analisis de fragmentos siguiendo la metodologia antes mencionada.

Mediante el programa computacional Gene Pop 3.4 (Raymond y Rousset, 1995), se estimd
el nimero de alelos por locus, frecuencia de los alelos, heterocigosidad observada y
esperada. A su vez, el programa se empled para la prueba de equilibrio de Hardy-Weinberg,
(H-W) el cual prueba la hipétesis que los genotipos diploides observados son el producto
de la unién azarosa de los gametos (Excoffier et al., 1992), esto mediante la prueba exacta
de Fisher a partir de la estimacion del coeficiente de endogamia (Fis) empleando algoritmos



11

de cadenas de Markov con 10,000 demorizaciones, 100 archivos (batches) y 1,000
iteraciones. Finalmente, para realizar la prueba de desequilibrio de ligamiento entre los
diferentes pares de loci se usd una prueba que supone que los loci son independientes y
que siguen la herencia mendeliana (Excoffier et al., 1992). El método se basa en cadenas de
Markov aplicando una prueba exacta de Fisher, los parametros empleados fueron 10,000
permutaciones con una significancia de 0.05 comparando locus por locus entre todas las

poblaciones.

6.1.2 Andlisis poblacional

6.1.2.1 Obtencion de muestras

Para el analisis de genética a escala mundial se analizaron 422 muestras de tiburones
ballena. Las muestras del Golfo de California (N=82), Isla Holbox (N=253) y Filipinas
(N=21), fueron obtenidas nadando y mediante el empleo de un arp6n Hawaiano con una
punta modificada (Ramirez-Macias et al. 2007), para ello se obtuvo permiso de colecta
cientifica por parte de la Direccion General de Vida Silvestre, en México y se obtuvo un
permiso similar para la colecta en Filipinas, con el apoyo de Angela Quirds. Las muestras
fueron conservadas en alcohol al 98% y congeladas a -20°C hasta su procesamiento. Las
muestras de Mozambique (N=32), Australia (N=14) y Dijibuti (N=20) fueron obtenidas con
el apoyo de otros investigadores (Manta Ray & Whale Shark Research y Australian
Institute of Marine Science). Todas las muestras extranjeras se importaron a México, para
lo cual se obtuvieron permisos CITES tanto de importacion como de exportacion. La figura

1 muestra la localizacion del area de colecta y el nimero de muestras por localidad.
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Figura 1. Localidades de colecta. Golfo de California (GC), Holbox (H), Dijibuti (D),
Mozambique (M), Australia (A), Filipinas (F).

6.1.2.2 Trabajo de Laboratorio
Se extrajo el ADN total de todas las muestras siguiendo la metodologia antes mencionada

(Sambrook et al., 1989). Todas las muestras fueron amplificadas con nueve pares de
iniciadores especificos disefiados siguiendo la metodologia antes mencionada y publicada
en (Ramirez-Macias et al., 2009).

6.1.2.3 Analisis de datos

A partir de los datos de alelos de cada locus se genero la base de datos para los distintos

formatos de los programas utilizando MsTools (Park, 2001) y GenAlEx 6.41 (Peakal y

Smouse, 2006) para el programa Excel.

Se valord si existe error en la determinacién de alelos en todas las muestras y la presencia
de alelos nulos mediante el programa computacional Micro-Checker (Van Oosterhout et
al., 2004).
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6.1.2.3.1 Variabilidad genética del tiburdén ballena por localidad

Para cada localidad se obtuvieron niveles de variabilidad genética expresada en términos de
numero de alelos (Na), alelos efectivos (Ng), riqueza alélica (R), heterocigosidad esperada
(He) y heterocigosidad observada (Ho), asi como el indice de endogamia (F;s). Estas
estimaciones se realizaron mediante el programa Genetix Ver. 4.01 (Belkhin et al., 1998).
A su vez para cada localidad se determind si existia ajuste al equilibrio de Hardy-Weinberg

(H-W) siguiendo la metodologia antes mencionada.

El andlisis de equilibrio de H-W prueba la hipotesis nula que predice la existencia de
panmixia; es decir, que las poblaciones son genéticamente homogéneas, dado que los
individuos que constituyen a la poblacidn se reproducen sexualmente al azar y mantienen
las frecuencias alélicas y genotipicas constantes generacion tras generacion. El indice de
consanguinidad Fis puede emplearse como una prueba de desviacién de panmixia y por
tanto al equilibrio de H-W (Fis=0), donde se asume la ausencia de cambio con un balance
entre la deriva génica y la mutacion; por su parte la hipdtesis alternativa indicaria ausencia
de panmixia (Fis #0), no existiendo reproduccion al azar en las poblaciones y por tanto
fuera de equilibrio de H-W. EIl estimador Fis varia entre -1 y +1, cuando es un valor
negativo indica que existe un exceso de heterocigotos en la poblacion, mientras que si el
valor es mayor a cero, indica un déficit en heterocigotos.

6.1.2.3.2 Estructura genética poblacional del tiburén ballena

La identificacidn de la estructura genética poblacional se abord6 por diferentes métodos. Se
realizd un andlisis factorial de correspondencia como método exploratorio para visualizar si
existen diferencias entre los genotipos de las diferentes localidades; esto mediante el
programa computacional GENETIX 4.05 (Belkhir et al., 2000).

La diferenciacion poblacional también fue estimada mediante andlisis de varianza
molecular (AMOVA, por sus siglas en inglés) empleando el programa computacional
Arlequin (Schneider et al., 2000), la significancia se prob6 con 10,000 permutaciones. El
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AMOVA calcula los componentes de variancia genética y un analogo al F-estadistico
jerarquica, el Fst y prueba la significancia de la variancia observada mediante el método de
permutaciones (Schneider et al., 2000). El valor de Fst estadistico es cominmente utilizado
para medir la subdivision poblacional (Avise, 2004). En este analisis, los individuos son

asignados a poblaciones y las poblaciones son anidadas en grupos.

Se realizaron tres diferentes modelos de AMOVA, en donde las localidades se agruparon
bajo diferentes criterios con el fin de maximizar la varianza entre grupos:

1. Modelo A. Las localidades se tomaron como unidades poblacionales individuales
(Golfo de California vs Filipinas vs Australia vs Dijibuti vs Mozambique vs
Holbox).

2. Modelo B. Las localidades se agruparon con base en los océanos: océano Pacifico
(Golfo de California, y Filipinas) vs océano indico (Australia, Dijibuti y
Mozambique) vs océano Atlantico (Isla Holbox).

3. Moldeo C. Las localidades se agruparon considerando su grado de diferenciacion
genética obtenida mediante los estimadores de Fsr por pares de poblaciones,
agrupando aquellas poblaciones que no son significativamente diferentes. (Golfo de
California) vs (Australia, Dijibuti, Mozambique y Filipinas) vs (Isla Holbox).

El indice de fijacion F sirve para cuantificar el efecto de endogamia en una poblacion
subestructurada; a su vez, es utilizado para determinar estructura genética poblacional en
organismos diploides en términos de tres correlaciones alélicas: Fis, Fir y Fst (Hartl y
Clark, 1997; Avise, 2004). Mediante el programa computacional GENETIX 4.05 (Belkhir
et al., 2000) se calcul6 valores de Fst pareados para todas las poblaciones y para todos los
pares de poblaciones utilizando el estimador 6 de Weir y Cokerman (1984), la significancia

fue probada mediante 10,000 permutaciones.

Se analizo el efecto de alelos nulos en las estimaciones de Fst mediante el programa
computacional FreeNA (Chapuis y Estoup, 2007), el cual corrige los datos genotipicos para

alelos nulos y recalcula los valores de Fst (Weir y Cockerman, 1984). La riqueza alélica
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fue calculada y corregida para el tamafio minimo de muestra utilizando el programa
computacional FSTAT (Goudet, 2001) mediante un re-muestreo de 10 000 y corregido a

N=13 individuos (menor nimero de muestra).

Se determind si existen diferencias en las frecuencias alélicas entre las diferentes
localidades mediante la prueba exacta de homogeneidad de frecuencias alélicas segun
Raymond y Rousset (1995) empleando el programa Gene Pop 3.4. Donde se prueba la
hipdtesis nula de que los alelos se encuentran en igual frecuencia en todas las poblaciones
analizadas (Golfo de California, Filipinas, Australia, Dijibuti, Mozambique y Holbox)
utilizando pruebas exactas de Fisher de manera pareada entre poblaciones. El andlisis se
basa en algoritmos de Cadenas de Markov, los pardmetros empleados fueron 10,000

demorizaciones, 100cadenas de archivos (batches) y 1000 iteraciones.

6.1.2.3.3 Asignacion de individuos por métodos Bayesianos.

Se emplearon métodos bayesianos para inferir el nimero de poblaciones (K) a partir de la
informacion de los genotipos de multiples loci de cada individuo mediante el programa
STRUCTURE 2.2 (Pritchard et al., 2000).

El andlisis se basa en un modelo de probabilidades bayesianas, el cual asume que cada
grupo es modelado por un juego caracteristico de frecuencias alélicas, donde X denota el
genotipo de los individuos muestreados, Z el nUmero de poblaciones o grupos de origen de
los individuos y P se refiere a las frecuencias alélicas en todas las poblaciones o grupos
formados, donde cada una de las variables representa un vector dimensional (X, Z y P). El
principal supuesto de este modelo es que las poblaciones se encuentran en equilibrio de H-
W, por lo que cada alelo en cada locus y en cada genotipo es un evento independiente de la
distribucion de las frecuencias apropiadas. De tal manera que a partir de la distribucion de
probabilidad Pr (Z, P|X) a Pr (Z) Pr (P) Pr (X|Z, P) se utilizan Cadenas de Markov
Monte Carlo (MCMC) para inferir Z y P con base en las probabilidades a posteriori. Las

simulaciones se llevaron a cabo siguiendo el modelo de poblaciones mezcladas y con
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frecuencias alélicas independientes entre poblaciones. Las MCMC consistieron en 100,000
pasos con un periodo de calentamiento de 25,000. Se probaron valores de K de 1 hasta 6

con 30 iteraciones para cada valor de K.

Se calculo el estadistico AK (Evanno et al., 2005) que es la tasa de cambio en el logaritmo
de la probabilidad de los datos entre los valores sucesivos de K.

6.1.2.3.4 Aislamiento por distancia

Se realiz6 una prueba de Mantel para probar si existe una correlacién entre las distancias
geograficas con las distancias genéticas, mediante el programa computacional ISOLDE
dentro del programa GENEPOP en linea (Raymond y Rousset, 1995). En la prueba se
consideran los valores de Fst linearizados Fst/ (1-Fst) y el In de las distancias geogréficas
en Km. Se utilizaron 10,000 permutaciones para calcular el valor estadistico bajo la
hipdtesis nula de independencia entre las dos variables (distancia geografica y distancia

genética).

6.1.2.3.5 Estimacion de nimero de migrantes

El numero de migrantes por generacién (Nm) entre las diferentes localidades se estimé
mediante el programa Genetix 4.1 (Belkhir et al., 1998). Para su célculo se empleé la
formula descrita por Wright (1951) en el modelo de isla donde Nm= (1-Fs1)/(4Fst), este
estimador emplea la varianza estandarizada de todas las frecuencias alélicas y no el numero
de alelos privados en cada poblacion analizada, con el cual se relaciona el nimero de

migrantes por generacién con los valores de Fsr.

6.1.2.3.6 Estimacién del tamano efectivo poblacional

Se realizd la estimacion del tamafio efectivo poblacional (Ne),dado que todos los analisis

indicaron que Isla Holbox es una poblacion, y en el Indo-Pacifico se encontré una
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diferenciacion genética baja, se estimé Ne para Isla Holbox y para el Indo-Pacifico. Para la
estimacion del Indo-Pacifico, estimd Ne juntando todas las localidades para tener una
media y ademas para cada localidad con el fin de tener un rango. Ne se estimé de acuerdo

con en el modelo de mutacion de alelos infinitos y el modelo de paso a paso.

En el modelo de alelos infinitos se calcula siguiendo la formula: Ne= (H/1-H) 4y, donde H
es la heterocigosidad esperada y | representa la tasa de mutacion del marcador empleado,
esta formula ha sido empleada en trabajos con microsatélites en peces (Garcia de Leon et
al., 1997). Para la estimacion de la media del Indo-Pacifico se calculé la H de todas las
muestras, mediante la metodologia antes mencionada y una tasa de mutacién de 1X10° la
cual fue empleada con anterioridad en el trabajo previo de microsatélites en tiburdn ballena
(Schmidt et al., 2009).

En el modelo de paso a paso Ne se estimo a partir del parametro poblacional 6y= (1/(1-
H)?)-1, donde H es igual a la heterocigosidad esperada, por su parte Ne=6y /4, donde Ne
es el tamafio efectivo poblacional y i es la tasa de mutacién del marcador (1X107%), 6 se
calculé mediante el empleo del programa computacional Arlequin (Schneider et al., 2000)
de cada localidad y del Indo-Pacifico.

6.2 ESTIMACION DE ABUNDANCIA Y ESTRUCTURA POBLACIONAL POR
SEXOY TALLAS

6.2.1 Area de Estudio

6.2.1.1 Isla Holbox

Isla Holbox se encuentra en la punta norte de la Peninsula de Yucatan, en el Estado de

Quintana Roo (Fig. 2). Se encuentra ubicada en una zona de transicién entre el Golfo de

México y el mar Caribe. Esta influenciada por la corriente de lazo con aguas provenientes
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del fondo y la corriente del Mar Caribe, caracterizada por tener una baja saturacion de
oxigeno. La temperatura superficial del mar varia entre 22 y 30 °C. La salinidad varia entre
32 °/4 durante la época de lluvias debido al aporte de agua dulce de las mismas y 37 /o0
(Reyes, 2004). En la zona se han registrado 141 especies de fitoplancton, que durante las
épocas secas presentan la riqueza mas alta debido a eventos de surgencias. En cuanto al
zooplancton, se registran 28 grupos, con una menor biomasa en el mes de Mayo y mayor

durante el mes de Septiembre (Reyes, 2004).
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Figura 2. Localizacion de la zona de agregacion de tiburén ballena en Isla Holbox.

6.2.1.2 Golfo de California
El area de estudio incluye a Bahia de Los Angeles (BLA) en la region de las grandes islas

del Golfo de California, a la Bahia de la Paz (BLP) tanto aguas costeras y alrededor de la
Isla Espiritu Santo (IES) en la regién del Golfo Medio y a Bajo Gorda (BG) en la region de
la boca del Golfo (Fig. 3).
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El Golfo de California es una cuenca considerada como un mar marginal en conexion con
el Océano Pacifico, estd situado en el noroeste de la Republica Mexicana entre las
coordenadas 23° y 32° de Latitud Norte y 107° y 115° de Longitud Oeste (Fig. 3). Se
encuentra limitado al Oeste por la peninsula de Baja California y al Este por las costas de
los estados de Sonora y Sinaloa (Licea et al., 1995). El area ocupada por el Golfo es de
150,000 km2, teniendo una longitud aproximada de 1,000 km y 150 km de amplitud

promedio, constituyendo un volumen cercano a los 123 km® de agua (Licea et al., 1995).

El Golfo de California estd sujeto a un forzamiento dindmico por el Océano Pacifico a
través de la boca; ademéas de las mareas, entran al Golfo 1) ondas internas, 2)
perturbaciones causadas por huracanes, 3) ondas de origen ecuatorial atrapadas en la costa,
4) una invasion anual de agua superficial ecuatorial, 5) oscilaciones de periodo muy largo
como EI Nifio. Sin embargo, dentro del Golfo existen procesos fisicos regionales y locales
como arrastre y mezcla por vientos, mezcla por mareas, intercambios de calor, evaporacion,
entre otros, que afectan la dinamica y alteran las caracteristicas del agua siendo estas

particulares y diferentes a la del Pacifico (Lavin et al., 1997).
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Figura 3. Area de estudio Golfo de California. (BLA) Bahia de los Angeles, (BLP) Bahia
de la Paz, (BG) Banco Gorda, (IES) Isla Espiritu Santo, (BC) Baja California.

6.2.2 Trabajo de campo

La informacion utilizada en el presente trabajo incluye datos colectados con anterioridad en
el Golfo de California (Ramirez-Macias et al., 2007) y colectados durante la realizacion del
proyecto “Variabilidad genética y habitats criticos del tiburén ballena (Rhincodon typus) en
dos localidades aisladas: Caribe (Isla Holbox) y Pacifico (Golfo de California)”, ademas de
datos colectados durante el presente trabajo. El periodo de estudio en Isla Holbox fue de
Julio-Agosto del 2005 al 2008, los datos del 2007 y 2008 fueron colectados por el
“Proyecto Domino”. En el Golfo de California, el periodo de estudio en aguas costeras de

la Bahia de La Paz comprende de Noviembre de 2003 a Julio del 2010, donde las salidas se
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Ilevaron a cabo en los meses de agregacién. Las observaciones alrededor de la Isla Espiritu
Santo se llevaron a cabo en los afios 2004-2009 en los meses de Mayo y Junio. Las salidas
de campo en Bajo Gorda comprenden los afios 2003, 2005-2007, en los meses de Abril a
Junio, el mes dependio de la presencia de tiburdn ballena en la zona. Por su parte el periodo
de estudio en Bahia de los Angeles comprende los afios 2003- 2004, 2006-2007, en el mes
de octubre, ademas se analizaron datos de las temporadas completas del 2008 (Julio-
Noviembre) y 2009 (Mayo-Noviembre), que fueron colectados por la asociacion de pesca

deportiva y ecoturismo de Bahia de los Angeles.

Las observaciones en campo se realizaron en embarcaciones tipo panga con motores fuera
de borda. La fecha, hora, posicién geogréfica del avistamiento fue determinada con un
Posicionador Geogréafico Global (GPS) y la temperatura superficial del agua del mar se

registro anotaron en formas previamente disefiadas.

Se empled la foto-identificacion para estimar la abundancia y tamafio poblacional con base
en andlisis de captura-recaptura. En Isla Holbox esta técnica fue complementada con el
marcaje convencional, dado que en esta localidad los tiburones ballena son muy
abundantes.

Las marcas fueron hechas de ldmina de plastico amarillo numeradas secuencialmente. Cada
marca es sujetada en la base por un monofilamento, el cual a su vez une a la marca con un
ancla de acero inoxidable que entra en el tiburén y sujeta a la marca (Graham y Roberts,
2007; Rowat et al., 2009). La leyenda de Proyecto Domino con su sitio de internet estaba
en la marca para indicar el origen y el contacto. Todos los tiburones fueron marcados del
lado izquierdo en la base de la aleta dorsal, lo cual se hizo nadando y usando equipo béasico

de buceo y mediante el empleo de un arpén hawaiano.

La foto-identificacion se realiz6 con base en la metodologia propuesta por Taylor (1994)
siendo importante el area posterior a las aberturas branquiales izquierdas y derechas, a su

vez se registraron caracteristicas distintivas como cicatrices y heridas.
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La longitud total (LT, punta de la boca al final de la aleta caudal) fue estimada colocando la
embarcacion (previamente marcada) paralelamente al tiburon o midiendo directamente al
individuo con una cinta métrica, realizado por dos nadadores. El sexo se determino por la
presencia 0 ausencia de gonopterigios, en algunos casos no se pudo determinar el sexo, por
lo que estos tiburones se consideraron dentro de la categoria de indeterminado. La
morfologia externa de los gonopterigios fue empleado para determinar la madurez sexual
del tiburdn. Todas las cicatrices presentes en los organismos a su vez fueron registradas y

fotografiadas.

6.2.3 Comparacion de fotografias

Las fotografias fueron organizadas en un archivo fotografico, siendo divididas en tres
grupos basados en el sexo (macho, hembra e indeterminado). Las imagenes fueron
comparadas empleando el software computacional I°S (den Harton y Reijns, 2004) y
confirmadas visualmente siguiendo las instrucciones de Speed et al. (2008). Cuando las
fotografias no se podian comparar usando el IS, se compararon visualmente empleando

tanto el patron de coloracion como cicatrices y marcas convencionales.

Un problema potencial que ocurre en este procedimiento es de clasificar dos veces al
mismo tiburén cuando Unicamente se tomé fotografia de un solo lado del tiburén, lo cual
aumenta artificialmente el tamafio de la base de datos. La mayor parte de los tiburones
fueron fotografiados del lado izquierdo y fue posible clasificarlos como individuos.
Aquellos tiburones que fueron fotografiados Unicamente del lado derecho y sin ninguna

caracteristica distintiva como cicatrices fueron descartados del analisis.

6.2.4 ldentificacion de cicatrices

Un gran namero de tiburones presentaron cicatrices tanto en aletas como en el cuerpo. Se
siguio el criterio de clasificacion de cicatrices mencionado por Speed et al. (2008): 1)
abrasiones, 2) laceraciones, 3) muesca, 4) mordida 5) trauma, 6) amputaciéon y 7) otros

(Fig. 4). Cada imagen fue clasificada a una o varias categorias segun la inspeccion visual.
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Cuando las fotografias incluian cicatrices fueron empleadas también para la identificacion
del tiburdn. De acuerdo con Speed et al. (2008) las laceraciones, amputaciones y traumas
son causadas por embarcaciones, en el presente trabajo también se incluyeron las

abrasiones como resultado del contacto con las embarcaciones.

Figura 4. Clasificacion de cicatrices por categoria. a) abrasiones, b) laceraciones, c)
amputaciones, d) golpes e€) mordidas f) muescas, g) otros.

6.2.5 Estructura poblacional por sexo vy tallas, estimacion de la talla de madurez

La morfologia del gonopterigio puede ser empleada de una forma no invasiva para
determinar la madurez sexual en tiburones machos (Joung y Chen, 1995; Norman y
Stevens, 2007). Los gonopterigios son cortos, suaves y lisos en tiburones inmaduros;

mientras que son mas grandes y calcificados durante la madurez (Norman y Stevens, 2007).

Los tiburones ballena machos fueron clasificados con base en la morfologia externa de los
gonopterigios como inmaduros si los gonopterigios eran mas cortos que las aletas pélvicas
y lisos, o maduros si los gonopterigios estaban elongados y mas largos que las aletas
pélvicas (Norman y Stevens, 2007. Fig. 5).



24

Figura 5. Morfologia de gonopterigios a) inmaduros, b) maduros.

En el analisis se incluyeron aquellos tiburones de los que se tenia foto del gonopterigio o
las anotaciones sobre la madurez tomadas en campo. La longitud total en la que el 50%
(Lsg) y 95% (Lgs) (incluyendo su 95% del limite de confianza) de los tiburones ballena
fueron maduros fue determinado para estimar la talla de madurez sexual, mediante un
andlisis de regresion logistica, de la proporcion de tiburones maduros en cada longitud
total. La probabilidad de que un tiburdn ballena sea maduro es P.: (Smith et al., 2004;

Norman y Stevens, 2007).

1
1te—In 19U —Ls0)/(L95—Ls0) (1)

PL=

Donde P;, es la proporcién de tiburones ballena con gonopterigios maduros, en un intervalo
de longitud L, mientras que Lsy Y Los son las longitudes en las cuales el 50 y 95% de la
poblacion son maduros. De acuerdo con Norman y Stevens (2007) la talla de madurez en
machos y hembras es igual, por lo que la talla de madurez calculada para machos fue la
misma empleada en hembras. Una vez que se determind la talla de madurez, todos los
tiburones sexados fueron divididos en 2 clases: juveniles si la LT < media LT 6 maduros si
la LT > media, con la finalidad de examinar diferencias temporales en la distribucién de
clases de madurez. La hipdtesis nula para probar si existen diferencias en las frecuencias de
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clases (como sexo Yy talla) sobre el tiempo (afios y meses) fueron probadas usando una
prueba de independencia G.

6.2.6 Estimacion del tamarfio poblacional

La estimacion del tamafio de la poblacion se puede hacer mediante métodos absolutos o
relativos. En los absolutos el resultado final es un valor exacto (junto a su correspondiente
medida de error de la estimacion), obtenido después de capturar una muestra representativa
de la poblacién. Los métodos relativos por el contrario, permiten comparar la abundancia
entre diferentes espacios, pero no calcular el nimero o densidad real. Entre los métodos
absolutos méas habituales para el estudio de las poblaciones de peces estan los métodos de

marcaje-recaptura (Schwarz y Seber, 2001).

En el presente estudio se empled el método de marcaje-recaptura para estimar el tamarfio de
la poblacion. Esta técnica consiste en realizar un primer muestreo en donde se capturan y
marcan una serie de individuos de la poblacién y se liberan. En el caso del tiburon ballena
la foto-identificacion es el “marcaje”, donde no se requiere de capturar a los individuos.
Posteriormente se hace un segundo muestreo, donde se capturan una serie de individuos de
la misma poblacién y se analiza la relacién entre los recapturados con respecto al niUmero
total de capturados para estimar el tamafio de la poblacién. Se recomienda hacer al menos
tres muestreos. Al final cada individuo tendra una historia de captura (Schwarz y Seber,
2001).

Los métodos de marcaje-recaptura presentan una serie de inconvenientes, como requerir un
elevado esfuerzo de muestreo, una inversion econémica de marcas y ofrecer estimaciones
de baja precision. A pesar de ello son muy utilizados ya que ademas de estimar la densidad
permiten calcular la tasa de supervivencia y obtener informacion individual de aspectos

como la tasa de crecimiento, desplazamientos o seleccion de hébitat.
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Mediante el programa Mark (White y Burnham, 1999), se estimo la abundancia de los

tiburones ballena por medio del modelo de Jolly-Seber (Ec. 2; Schwarz y Seber, 2001,

Swarz, 2001) para poblaciones abiertas, dado que considera emigracion, mortalidad,

inmigracion y reclutamiento dentro del area de estudio. Dado que el tiburon ballena se

agrega estacionalmente tanto en Isla Holbox y el Golfo de California, ademas se han

reportado movimientos de tiburones ballena marcados en el Golfo de California hacia el

Pacifico (Eckert y Stewart, 2001) asi como movimientos entre de tiburones marcados en el
Caribe entre Utila, Belice, Isla Holbox y Golfo de México (Graham y Roberts, 2007;
Gifford et al., 2007).

Los supuestos del modelo son:

1.
2.

Muestras aleatorias.

Cada individuo tiene la misma probabilidad de ser capturado en el muestreo (sean o
no marcados).

Cada individuo marcado tiene igual probabilidad de sobrevivir desde la ocasion i de
muestreo hasta el suceso i + 1 de muestreo, asi como de estar presente en la
poblacion en el acontecimiento i + 1 (dado que el individuo puede abandonar o estar
en la poblacion inmediatamente después de que fue marcado y liberado en el suceso
I de muestreo).

Cada individuo capturado en el muestreo y puesto en libertad tiene la misma
probabilidad de ser regresado a la poblacion.

Los individuos no pierden sus marcas y las marcas no son sobrepuestas en la
captura en caso de ser nuevamente atrapados, se consideran como recapturas.

El tiempo de muestreo es insignificante en relacién a los intervalos entre los
muestreos.

El area de estudio es constante.

Los estadisticos del modelo de Jolly Seber son:
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ni= Numero de individuos foto-identificados en la muestra i (i= 1,...., k); tanto marcados
como no marcados ni=m;+u;

u;= Numero de individuos no marcados en la muestra i.

m;= NUmero de individuos foto-identificados en i-1que son foto-recapturados en la muestra
i(i=2,...., k).

Ri= En caso de realizar capturas fisicas, es el nimero de individuos liberados de los que se
capturaron en n; (i = 1,..., k-1), en este caso es igual que n; debido a que los
organismos son foto-identificados.

ri= NUmero de individuos foto-identificados en R; en este caso njque son foto-recapturados
en las muestras posteriores (i=2,..., K-1).

zi= Numero de individuos foto-recapturados antes y después de la muestra i, pero no en la

muestra i (i=2,..., k-1);

Los parametros del modelo son:

M;= namero de individuos foto-identificados en la poblacion después de la muestra i+1

Ni= numero total de individuos en la poblacion en el tiempo en el cual es tomada la muestra
i

Bi= nimero de nuevos entrantes a la poblacién entre la muestra i y la muestra i+1

¢;= probabilidad de sobrevivencia entre las muestrasiei+1

pi= es la probabilidad de captura en la muestra i

En la formulacion del modelo de Jolly-Seber el proceso poblacional puede modelarse como
en la figura 6. El parametro p; es la probabilidad de capturar tanto a los animales marcados
como a los no marcados que estan vivos en la ocasion i, el parametro ¢; se refiere a la
probabilidad de sobrevivencia de los animales marcados y no marcados entre las ocasiones

iei+1.
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Figura 6. Proceso experimental del modelo de Jolly Seber. EI pardmetro p; es la
probabilidad de captura en la muestra i, ¢; es la probabilidad de sobrevivencia entre la
muestra i y la muestra i + 1. M; y U; son el nimero de individuos vivos marcados y no
marcados en la muestra i.

El nimero de individuos marcados en la poblacion después de la muestra i+1 se representa

en la ecuacion 2.
Mis1= (Mi+u;) i (2)

El nimero de nuevos entrantes a la poblacion entre la muestra i y la muestra i+1 se define

como:
Bi= Ui+1 —d)i (UrUi) (3)

El valor B se refiere al nimero neto de nuevos entrantes a la poblacion entre el muestreo i
y la muestra i+1. El termino nimero neto de nuevos entrantes, implica los individuos
entrantes entre dos muestreos. Como en el modelo Cormack-Jolly-Seber el término de
sobrevivencia se refiere a la aparente sobrevivencia —emigracidon permanente es indistinta y
tratada igual que mortalidad. Similarmente, el termino nacimientos se refiere a cualquier
individuo nuevo que entra en la poblacion independientemente si fue por nacimiento o

inmigracion.

El estimador del indice de sobrevivencia se puede calcular mediante la ecuacion 4:
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3 Mi+1

La probabilidad de captura puede estimarse mediante la ecuacion 5:
p=Ti=2t 5)

Se empled la opcién POPAN en el programa MARK (White y Burnham, 1999) para
estimar la abundancia. EI programa POPAN es la parametrizacion del modelo Jolly-Seber
(Schwarz y Arnason, 1996) que es particularmente robusto. Schwarz y Arnason (1996)
postulan que existe una super-poblacién (N) conformada por todos los individuos que
nacieron en la poblacion y el parametro B; (probabilidad de que un individuo de esta super-
poblacion entre en la poblacion entre la muestra i y en la muestra i +1 (Fig. 7, White y
Burnham, 1999). Para las ocasiones de captura t el modelo provee el estimador t — 1 para ¢
(sobrevivencia aparente), el estimador t de p (la probabilidad de captura dada si el
individuo estd vivo y esta disponible para ser capturado), el estimador t — 1 de b (la
probabilidad de entrar en la poblacion por ocasion), y N (el tamafio poblacional 6 super-
population size). Los modelos fueron linearizados usando la funcion logit para ¢ y p. Para
la estimacion del tamaiio poblacional no se calcularon los valores de p, b y ¢ dentro del
modelo de Cormark-Jolly-Seber. Este modelo es general y esta restringido para estimar la
tasa de supervivencia aparente (¢) y la tasa de recaptura (p), las cuales varian en funcion del
tiempo (t), es decir, incluye estimaciones para cada ocasion de encuentro. Estos pardmetros
pueden ser modelados en funcion de variables auxiliares como el sexo de los individuos, o
la edad entre otros. En el presente trabajo se consideraron que ¢, b y p son constantes en el

tiempo (.).
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Figura 7. Proceso del modelo empleando la parametrizacion POPAN en el modelo de Jolly-
Seber. pi es la probabilidad de captura en la muestra i, ¢; es la probabilidad de
sobrevivencia entre la muestra i y la muestra i + 1. b; es la probabilidad de que un individuo
de la super-poblacion N entre en la poblacion entre la muestra i y la muestra i+1 y
sobreviva al proximo muestreo i+1.

La probabilidad de que un individuo de la super-poblacién N entre a la poblacion entre las

ocasiones i e i+1 y sobreviva al proximo muestreo i+1 se calcula con la ecuacion 6.

bi=— (6)
N=nUmero total de individuos que entraron en la poblacion y sobrevivieron hasta el

préximo muestreo.

Una vez que se tienen los estimadores p, ¢, b, N es estimado de los nacimientos a partir de

Bi=Nb; de esta forma se obtiene la estimacion del tamafio poblacional:
N]_:Bo

N2: N1¢1+Bl (7)

Si ocurren perdidas de individuos, son removidas antes de que el tamafio poblacional en el

muestreo sea propagado al muestreo i+1.
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En este caso, la estimacion se realizd entre muestras anuales, tomando en cuenta también

solo un registro por individuo en cada muestra.

Para realizar las estimaciones en el programa MARK se requiere de las historias de captura
de los individuos, en las cuales estan registradas las veces en que cada individuo se ha
fotografiado durante el periodo de estudio. En este historial el nimero 1 representa las
ocasiones en las que se ha fotografiado y 0 en las que no ha sido asi, durante las 6

ocasiones de encuentro en el Golfo de California (2003 a 2009); por ejemplo:

Individuo 01 0111111
Individuo 02 0111101

Las historias de capturas se construyeron con las fotos de buena calidad. Los afios

analizados en Isla Holbox fueron del 2005 al 2008 para Isla Holbox, 2003 al 2009 en el
Golfo de California y 2004 al 2009 en la Bahia de la Paz.

6.2.7 Estimacion de abundancia anual

Se estim6 la abundancia anula en Isla Holbox, Bahia de la Paz y Bahia de los Angeles. Se
construyeron historias de capturas de cada afio tomando en cuenta las recapturas (foto-
identificacion) de cada temporada. En el anlisis de Isla Holbox se incluyeron las
recapturas del marcaje, pero unicamente de los organismos foto-identificados y tomando en
cuenta las recapturas de investigadores y de los prestadores de servicios turisticos. Cada

temporada se dividio quincenalmente para la construccion de las historias de recaptura de
cada tiburdn foto-identificado. Se determino la abundancia anual mediante el programa

Mark siguiendo la metodologia antes mencionada.
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7. RESULTADOS

7.1 ANALISIS GENETICO

7.1.1 Aislamiento de microsatélites

Un total de 624 colonias fueron aisladas, amplificadas, purificadas y secuenciadas, de estas
secuencias se pudieron disefiar 42 iniciadores, los cuales fueron probados con 50 muestras
de Isla Holbox. Nueve juegos fueron polimérficos y dieron una alta calidad en el producto
de PCR. La tabla I muestra el locus, numero de acceso en GenBank, motivos de repeticion,
tamafo de producto de PCR, nimero de alelos observados, heterocigotos observados y

esperados asi como las secuencias de los iniciadores.

Tabla . Caracteristicas de 9 loci microsatelitales de tiburon ballena (Rhincodon typus):
Locus, No. Acceso GenBank, motivos de repeticion, tamafio de alelos, nimero de alelos
observados, heterocigosidad observada (Ho) y esperada (Hg), secuencia de iniciadores.

Tamarfio No.

Motivo de de alelos de
Locus  GenBank repeticion (bp) alelos  Hg He Iniciador (5’3"
Rty 15 EU104373 E:CTA)QW A 427-467 11 0523 0604 I CTGTCGCCTGTCAGATGTTG
Y- (CA)S (CA)22 ' ' R: GGACTGGAAGCTGGTCTTTG
11 F: ACGACCACTGGGCATTACAG
Rty 16 EU194372 ES\)G)ZG“AC 235-277 17 0.755 0.857 R:
AAGGTTTAATATCCCTAGTTCAGACA
17 : AATCAAGGCATTGGTCAGTTG
Rty 17 EU194371 (CA) 221237 4 0500 0497 o el e
13 : CAAAAACGCAGACCCATGTA
Rty 18 EU194369 (AC) 197-207 3 0.380 0.373 - CACCAATGAACTCTGCTGGA
10 : AAATCCAAACCCTCCCACTC
Rty 21 EU194370 (AC) 230-232 2 0.240 0.347 - TTTGGGCCAGACCAAGTAAG

(CAY... (CT)* - GGTGACATTTTAGGTCCGACA

Rty 23 EU194368 188-214 9 0.640 0.762

T TN XXM 0T XTI OomM 0T

(CA)® : AAAGACACCTGTTGGTAGCAG
Rty 31 EU194367 (AG)Y 267269 2 0200 0213 [ éﬁﬁggﬁggﬁg&ﬁ%&?
Rty 37 EU194375 Egﬁ%iocm 202218 3 0523 053 L (G CCCACACACTCATCOAT
Rty 38 EU194376 (CA) 194202 5 0826 0789 %‘i%%g;g%%%ﬁg%%ﬁﬂ
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El nimero de alelos por locus varié de 2 (Rty 21) a 17 (Rty_16). La heterocigosidad
observada varié de 0.020 a 0.82 con una media de 0.51; mientras que la heterocigosidad
esperada vario de 0.213 a 0.85 con una media de 0.55. Después de un ajuste de Bonferroni,
no se encontrd desviacion significativa del equilibrio de Hardy-Weinberg (p=0.006) (Tabla
1), concluyéndose que los genotipos diploides observados son el producto de la unién
azarosa de los gametos. No se encontrd desequilibrio de ligamiento (p=0.0014) soportando

la suposicidn que los loci son independientes y heredados bajo las leyes de Mendel.

7.1.2 Andlisis poblacional

El andlisis de alelos nulos se realizo mediante el programa Micro-Checker, dicho andlisis
sugirié la posibilidad de existencia de alelos nulos en Dijibuti (Rty_16), Filipinas (Rty_16,
Rty 15, Rty 37), Mozambique (Rty 16, Rty 31) Golfo de California (Rty 31) y en
Holbox (Rty 16, Rty 15, Rty 17, Rty 21, Rty 23, Rty 31), sin embargo, el analisis de la
frecuencia de alelos nulos de cada poblacion mostré una frecuencia baja, por lo que pueden

ser ignorados para realizar los analisis posteriores (Tabla I1).

Tabla Il. Frecuencia de alelos nulos (FAN) por localidad para nueve microsatélites
probados en seis localidades (D=Dijibuti, F=Filipinas, M=Mozambique, GC=Golfo de
California, H=Holbox) en el tiburdn ballena.

Locus Localidad FAN

Rtylé6 D 0.1117
Rtyls F 0.1935
Rtylé F 0.0766
Rty37 F 0.148

Rtylé M 0.054

Rty3l M 0.1609
Rty3dl  GC 0.1227
Rtyls5  H 0.1174
Rtylé  H 0.0447
Rtyl?7  H 0.0299
Rty2l  H 0.0384
Rty23  H 0.0869
Rty3l  H 0.0710




34

7.1.2.1 Analisis por localidad

El tamafio de muestra varié de 14 (Australia) a 253 (Holbox). EI nimero medio de alelos
para todos los loci entre las diferentes localidades vario de 5 (Australia) a 9 (Golfo de
California y Holbox). La riqueza alélicas vario de 4.917 (Holbox) a 5.648 (Dijibuti) (Tabla
I11). Las heterocigosidades promedio mostraron valores cercanos entre las localidades: la
heterocigosidad observada por localidad varié en un rango de 0.498 (Holbox) a 0.619
(Dijibuti), mientras que la esperada vario de 0.550 (Australia) a 0.624 (Dijibuti) (Tabla I11).
El coeficiente de endogamia Fs varié de -0.005 (Dijibuti) a 0.130 (Holbox y Filipinas)
(Tabla I11).

Holbox, el Golfo de California, Mozambique y Filipinas presentaron una heterocigosidad
observada menor a la esperada, lo cual se reflejo en que fueron las localidades fuera de

equilibrio de Hardy Weinberg.

Tabla I11. Variabilidad genética en 9 loci de microsatélites de tiburon ballena (Rhincodon
typus) en seis localidades (A=Australia, D=Dijibuti, F=Filipinas, M=Mozambique,
GC=Golfo de California, H=Holbox). A=numero de alelos, n=tamafio de muestra,
RA=Riqueza alélicas, Ho= heterocigosidad observada, Hg= heterocigosidad esperada,
Fis=Coeficiente de endogamia.* Localidades no en equilibrio de Hardy Weinberg.

Locus Localidad
A D F* M* GC* H* Media
Rty 15 A(n) 9(13) 10 (17) 10 (20) 11 (31) 16 (81) 16 (233) 12 (66)
RA 9,000 8,959 9,245 9,074 9,506 7,411 8,898
Ho 0,923 0,824 0,500 0,903 0,815 0,498 0,744
He 0,864 0,836 0,860 0,876 0,872 0,693 0,833
Fis -0,029 0,045 0,440 -0,014 0,072 0,283 0,133
Rty 16 A(n) 13(14) 15 (20) 16 (21) 20 (32) 21 (82) 26 (251) 19 (70)
RA 12,839 12,925 13,084 13,422 12,595 10,551 12,190
Ho 0,929 0,750 0,762 0,813 0,915 0,797 0,827
He 0,916 0,910 0,905 0,915 0,918 0,869 0,905
Fis 0,023 0,201 0,182 0,127 0,009 0,085 0,105
Rty 17 A() 3(14) 4 (20) 4(21) 4(32) 4 (82) 6 (253) 4 (70)
RA 2,997 3,952 3,950 3,645 3,867 3,985 3,937
Ho 0,286 0,550 0,762 0,563 0,537 0,423 0,520
He 0,401 0,619 0,632 0,547 0,569 0,460 0,538

Fis 0,320 0,136 -0,183 -0,012 0,062 0,082 0,068
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Rty 18 A(n) 3(14) 4 (20) 3(21) 4(32) 4 (82) 4 (253) 4 (70)
RA 2997 3,846 2,984 2,952 3,060 2,864 3,058

Ho 0,357 0,550 0,571 0,375 0,451 0,411 0,453

He 0,401 0,471 0,468 0,365 0,431 0,419 0,426

Fis 0,145 -0,142 -0,197 -0,011 -0,040 0,022 -0,037

Rty 21 A(n) 2(14) 3 (20) 2 (21) 2(32) 4 (82) 3 (253) 3 (70)
RA 2,000 2,650 2,000 1,998 2,450 2,045 2,144

Ho 0,357 0,500 0,286 0,281 0,366 0,237 0,338

He 0,293 0,386 0,308 0,285 0,350 0,288 0,318

Fis -0,182 -0,271 0,098 0,028 -0,039 0,179 -0,031

Rty 23 A(n) 7(14) 9 (20) 10 (21) 12 (32) 15 (81) 11 (253) 11 (70)
RA 6,923 7,792 7,939 9,016 8,268 7,089 7,771

Ho 0,571 0,650 0,714 0,688 0,741 0,589 0,659

He 0,765 0,789 0,766 0,793 0,772 0,739 0,771

Fis 0,288 0,201 0,092 0,149 0,047 0,205 0,164

Rty 31 2 (14) 3 (20) 3(21) 3(32) 4 (82) 5 (253) 3 (70)
RA 2,000 2,650 2,000 2,798 2,774 2,594 2,607

Ho 0,214 0,550 0,238 0,250 0,146 0,261 0,277

He 0,191 0,471 0,337 0,490 0,285 0,360 0,356

Fis -0,083 -0,142 0,315 0,502 0,491 0,277 0,227

Rty 37 A(n) 2(14) 3 (20) 3(21) 3(32) 3(82) 3 (245) 3 (69)
RA 2,000 2,883 2,619 2,798 2,502 2,767 2,712

Ho 0,500 0,600 0,286 0,469 0,463 0,531 0,475

He 0,477 0,526 0,509 0,541 0,523 0,533 0,518

FIS  -0,011 -0,115 0,458 0,148 0,120 0,007 0,101

Rty 38 A(n) 5(14) 6 (20) 4(21) 6 (32) 6 (82) 6 (246) 6 (69)
RA 4,92 5,180 3,951 4,708 4,762 4,952 4,969

Ho 0,643 0,600 0,714 0,656 0,707 0,736 0,676

He 0,643 0,610 0,676 0,667 0,699 0,758 0,675

Fis 0,037 0,042 -0,033 0,032 -0,005 0,031 0,017

A D F M GC H Media

Media A(n) 5 (14) 6 (20) 6 (21) 7(32) 9 (82) 9 (249) 7 (70)
RA 5076 5,648 5,308 5,601 5,531 4,917 5,365

Ho 0,531 0,619 0,537 0,555 0,571 0,498 0,552

He 0,550 0,624 0,607 0,609 0,602 0,569 0,593

Fis 0,056 -0,005 0,130 0,105 0,080 0,130 0,083
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7.1.2.2 Estructura genética poblacional

El andlisis factorial de correspondencia para las localidades permitié distinguir dos grupos
ligeramente diferenciados (Fig. 8). El grupo 1 conformado por los organismos de Isla
Holbox (izquierda) y el grupo dos conformado por los organismos de los Océanos Pacifico
(Golfo de California y Filipinas) e indico (Australia, Dijibuti y Mozambique) (centro). A su
vez, es evidente que hay organismos més alejados de ambos nlcleos (derecha). Sin
embargo, no existen centros de gravedad completamente diferenciados, por lo que este
analisis exploratorio no mostro diferencias genéticas entre las localidades de los océanos.
El porcentaje de varianza explicada por los tres primeros factores fue bajo 7.1% (Fig. 8).
Este analisis exploratorio no proporciona un soporte estadistico riguroso para la definicion
de unidades genéticas discretas.

---------
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B elcclo Cr Blu s

Figura 8. Andlisis Factorial de Correspondencia para seis localidades (A=Australia,
D=Dijibuti, F=Filipinas, M=Mozambique, GC=Golfo de California, H=Holbox) en 9 loci
microsatelitales de tiburdn ballena (Rhincodon typus).

El analisis de variancia molecular (AMOVA), mostré que la mayor parte de la varianza
genética en los grupos probados se encontrd dentro de las poblaciones con valores mayores
a 97% de la varianza total. En todos los caso, los valores de Fst fueron significativos
(p<0.00, Tabla 1V), lo que indica que existe una estructura poblacional, sin embargo el

modelo que maximiza la varianza entre grupos y poblaciones dentro de grupos fue el C.
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Estructura % del valor
probada Fuente de variacion varianza total Fst p
A. Un grupo Entre poblaciones 0.051 225 0.022 0.00
Dentro de poblaciones 2.225  97.75
B. Tres grupos Entre grupos 0.045 1.98 0.026 0.00
Entre poblaciones dentro de
grupos 0.014 0.64
Dentro de poblaciones 2225  97.38
C. Tres grupos Entre grupos 0.046 2.04 0.023 0.00
Entre poblaciones dentro de
grupos 0.007 0.31
Dentro de poblaciones 2.225 97.64

La prueba de diferenciacion genética mediante el estimador © por pares (Weir y

Cockerham, 1984), mostro que existen diferencias genéticas estadisticamente significativas

entre todas las localidades con Isla Holbox. También mostrd que existen diferencias

estadisticamente significativas entre Mozambique y Dijibuti con el Golfo de California

(Tabla V).

Tabla V. Matriz de estimadores de subdivision poblacional (6). (A=Australia, D=Dijibuti,
F=Filipinas, M=Mozambique, GC=Golfo de California, H=Holbox). Debajo de la diagonal

se muestra el valor FST y por encima de la diagonal el valor p.

A D F M GC H
A - 0.289 0.452 0.248 0.308 0.000
D 0.0040 - 0.357 0.457 0.022 0.000
F -0.0000 0.0018 - 0.337 0.737 0.000
M 0.0047 -0.0000 0.0018 - 0.007 0.000
GC 0.0023 0.0110 -0.0030 0.0102 - 0.000
H 0.0290 0.0391 0.0358 0.0389 0.0335 -

Con respecto a Holbox, el valor Fst indicé que la mayor diferencia es con Dijibuti
(Fst=0.0391), seguida por Mozambique (Fst= 0.0389), Filipinas (Fst= 0.0358), el Golfo de
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California (Fst= 0.0335) y Australia (Fst= 0.0290). Con respecto al Golfo de California la
mayor diferencia se presentd Dijibuti (Fst= 0.0110) seguida por Mozambique (Fst=

0.0102) (Tabla V).

La estimacion de Fst mediante Weir (1996) para cada par de poblacién mediante la

correccion con ENA y sin ENA no mostré grandes diferencias. La estimacion global de Fst
mediante Weir (1996) usando la correccion de ENA (Fst=0.026) y sin usarla (Fst=0.028)

no mostré diferencias.

La Prueba Exacta de homogeneidad de frecuencias alélicas segun Raymond y Rousset

(1995) mostro que existen diferencias genéticas estadisticamente significativas entre todas

las localidades con Holbox. También mostré que existen diferencias estadisticamente

significativas entre Mozambique y Dijibuti con el Golfo de California (Tabla VI).

F=Filipinas,

Tabla VI. Diferenciacion poblacional. (A=Australia, D=Dijibuti,
M=Mozambique, GC=Golfo de California, H=Holbox).
Poblaciones pareadas Chi2 df Valor p
A&D 24.922 18 0.12709
A&F 21.233 18 0.26780
A&M 28.238 18 0.05852
A & GC 31.690 18 0.02392
A&H Infinito 18 Altamente significativo
D &F 20.422 18 0.30955
D&M 23.147 18 0.18502
D & GC 29.629 18 0.04121
D &H Infinito 18 Altamente significativo
F&M 24722 18 0.13277
F & GC 21.104 18 0.27421
F &H Infinito 18 Altamente significativo
M & GC 37.025 18 0.00520
M & H Infinito 18 Altamente significativo
GC & H Infinito 18 Altamente significativo
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7.1.2.3 Asignacion de individuos por métodos Bayesianos.

La prueba de asignacion de individuos mediante métodos bayesianos detectd una estructura
poblacional del tiburén ballena. La figura 9 muestra los valores promedio de probabilidad
LnP (D) calculados para K inferidos en las 6 localidades, la mayor probabilidad se obtuvo

con K=2.

—9900
—9950
]
L —10000
=
—10050
—10100

—10150

-10200

Figura 9. NUmero de poblaciones inferidas (K) de tiburén ballena a partir del calculo de
LnP (D).

El método de Evanno et al (2005) confirmd los resultados anteriores, en la figura 10 se
observa la estimacion de la tasa de cambio AK que corresponde a 2 como el nimero de

grupos estimados.
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Deltak = m( |L"(K)| ) / sd{ L(K) )

Figura 10. Nimero de grupos genéticamente homogéneos a partir de la tasa de cambio de la
funcién de verosimilitud.

La figura 11 muestra que los grupos estdn compuestos por la poblacion len verde que
corresponde a las localidades del Indo-Pacifico: Australia (1), Dijibuti (2), Filipinas (3),
Mozambique (4) y el Golfo de California (5) y la poblacion 2 en rojo que corresponde a la
localidad del Atlantico: Isla Holbox. Se puede ver que en las poblaciones existe la mezcla

de colores lo que indica mezcla de poblaciones y/o flujo genético.

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20

0.00

1 2 3 4 5 6

Figura 11. Numero de poblaciones determinado a partir del programa STRUCTURE 2.2. El
genoma de cada individuo esta representado con una linea vertical. El color verde
caracteriza a los individuos del Indo-Pacifico: Australia (1), Dijibuti (2), Filipinas (3),
Mozambique (4) y el Golfo de California (5) y el color rojo caracteriza a los individuos del
Atlantico: Isla Holbox.
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7.1.2.4 Aislamiento por distancia

La prueba de Mantel indicé que existe una correlacion de las distancias geograficas (Inkm)
y las distancias genéticas (Fst/ (1-Fst) con un valor de R?=0.423 y un valor p=0.01 (Fig.
12).
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Figura 12. Aislamiento por distancia entre las localidades.

7.1.2.5 Estimacion de nimero de migrantes

El numero de migrantes (Nm) por generacion estimado a partir de los valores de Fst para
las diferentes localidades variaron entre un valor minimo de 6.14 entre Isla Holbox y
Dijibuti y valores infinitos entre Filipinas y Australia, Mozambique y Dijibuti, y Filipinas y
el Golfo de California (Tabla VI1I). Existe un flujo genético bajo entre todas las localidades
e Isla Holbox con Nm entre 6.14 y 8.37, sin embargo sigue siendo alto como para permitir
una amplia divergencia. A su vez existen valores intermedios de flujo genético entre el
Golfo de California con Dijibuti y Mozambique (22.43 y 24.24, respectivamente). Hubo
valores de flujo genético altos de 52.16 (Mozambique y Australia) y 61.23 (Dijibuti y

Australia). Ademas de los valores infinitos mencionados los valores mas altos de Nm
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fueron entre Filipinas y Mozambique (137.72), Filipinas y Dijibuti (135.32) y entre el
Golfo de California y Australia (108).

Tabla VII. Numero de migrantes Nm por generacion entre las diferentes localidades.
(A=Australia, D=Dijibuti, F=Filipinas, M=Mozambique, GC=Golfo de California,
H=Holbox).

A D F M GC H
A -
D 61.23 -
F o0 135.32 -
M 52.16 00 137.72 -
GC 108.54 22.43 00 24.24 -
H 8.37 6.14 6.72 6.16 7.20 -

7.1.2.6 Estimacion del tamario efectivo poblacional

El tamafio efectivo poblacional estimado para Isla Holbox fue de 329, mientras que el
estimado para el Indo-Pacifico fue de 397, mediante el modelo de alelos infinitos. Por su
parte, mediante el empleo del modelo paso a paso, se estimo un tamafio efectivo en Isla
Holbox de 384 y para el Indo-Pacifico de 402. La tabla VIl muestra los tamafios efectivos
calculados por localidad.

Tabla VIII. Estimacion de tamarfios efectivos poblacionales por localidad de acuerdo con el
modelo de alelos infinitos y de paso a paso

Alelos infinitos Paso a paso

Australia 305 385
Dijibuti 415 418
Filipinas 385 406
Mozambique 388 404
Golfo de California 378 398

Isla Holbox 329 385
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7.2 ESTIMACION DE ABUNDANCIA'Y ESTRUCTURA POBLACIONAL POR
SEXOY TALLAS

7.2.1 Isla Holbox

7.2.1.1 Estructura poblacional por sexo vy tallas

La comparacion fotografica reveld que en Isla Holbox del 2005 al 2008 en total se foto-
identificaron 365 tiburones ballena. De estos tiburones 55 fueron fotografiados en ambos
lados, 15 fueron fotografiados Unicamente del lado derecho, por lo que en el analisis se
consideraron 350 tiburones foto-identificados. De los 350 tiburones 229 (65%) fueron
machos, 94 (27%) hembras y 27 (8%) fueron de sexo indeterminado. El analisis mostrd
que existe diferencias en la composicion sexual de Isla Holbox (Z=7.51160, p<0.001)
debido a la presencia mayoritaria de machos. La proporcion sexual se mantuvo en todos los
afios (Gs = 3.37, p > 0.30, Fig. 13).
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Figura 13. Tiburones ballena fotografiados por sexo y por afio. Los numeros indican el
namero de tiburones ballena foto-identificados por afio.

La proporcion sexual se examind entre los meses de observacion (Fig. 14). La mayor parte
de los tiburones fueron fotografiados en Agosto y no se encontré cambios en la proporcion
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sexual entre los meses de cada afio (2005 G3 = 4.86 p > 0.10, 2006 G3= 2.68 p > 0.44, 2007
G3=2.99, p>0.39, 2008G3 = 1.69, p > 0.63).
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Figura 14. Porcentaje mensual de tiburones ballena fotografiados por sexo de Junio a
Septiembre del 2005— 2008. Los numeros indican el nimero de tiburones ballena foto-

identificados.
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El intervalo de tallas de los tiburones ballena fotografiados y medidos fue de 2.5 a 9.5 m de
LT con una media de 6.2 m, la media de los tiburones machos fue de 6.2 m (LT) y la media
de las hembras fue de 6 m (LT). La distribucion de tallas total (incluyendo hembras, macho
e indeterminados) fue bimodal con dos modas una a los 6 m y la otraa los 7 m de TL (Fig.
15).
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Figura 15. Distribucién de frecuencias de tallas de los tiburones ballena medidos en Isla
Holbox del 2005 al 2008 (n=330).

En el 2005 el tibur6n mas pequefio observado en Isla Holbox fue de 3 m y el mas grande
fue de 9 m, la media para ese afio fue de 5.5 m LT. La media de los machos encontrados en
el 2005 fue de 6.2 m y la de hembras de 5.5 m LT. El intervalo de tallas para el 2006 fue de
2.5-9 m con una media de 6.1 m LT. La media de machos fue de 5.58 m y la de hembras de
5.4 m LT. En el 2007 la longitud de tallas fue de 4-8 m, con una media de 6.7 m LT. La
media de los tiburones ballena machos fue de 6.65 m y la de hembras de 6.8 m LT. En el
2008 las tallas de los tiburones medidos fue de 4-9 m con una media de 6.5 m LT. La
media de los machos fue de 6.45 m y la de las hembras de 6.7 m LT. La longitud modal de

los tiburones ballena en el 2005 y 2006 fue de 6 m y para el 2007 y 2008 de 7 m (Fig. 16).
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Figura 16. Histograma de frecuencias de tallas de los tiburones ballena foto-identificados
en Isla Holbox del 2005 al 2008.
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7.2.1.2 Talla de madurez sexual de los tiburones ballena machos

La morfologia de los gonopterigios fue visualmente inspeccionada en 176 tiburones ballena
machos del 2005 al 2008. Los gonopterigios mayores a las aletas pélvicas y calcificados no
se encontraron en ningun tiburdén ballena menor a 6 m LT (Fig. 17). Sin embargo, el 26%
de los machos entre 6-6.5 m LT presentaron gonopterigios mayores a las aletas pélvicas y
algunas veces calcificados, mientras que el 74% de los tiburones ballena de 7-7.5 m LT se
consideraron maduros. De los 19 tiburones ballena machos > 8 m LT, todos se
consideraron maduros (Fig. 17). Los datos fueron fijados en la funcion logistica a la talla de
madurez, mostrando que a la talla en donde el 50% (Ls,) de los tiburones machos son
maduros es a los ~7m LT (al 95% limites de confianza = 6.79-7.20 m TL) (Fig. 17) la talla
a la que el 95% (Lgs) de los tiburones machos presentaron madurez fue a los ~8m (95%
limites de confianza = 7.84-8.7 m TL).
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Figura 17. Curva logistica (al 95% de confianza) refleja la talla de madurez de los tiburones
ballena machos en Isla Holbox.
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Hubo diferencias estadisticamente significativas en la distribucion por tallas entre-afios
(Gs= 36.73, p<0.001) debido al incremento en la frecuencia de tiburones maduros en los

ultimos afios (Fig. 16).

7.2.1.3 Tamano poblacional y abundancia anual

Mediante el uso del modelo de Jolly Seber para poblaciones abiertas calculado con el
programa computacional MARK, siguiendo el modelo (§[.Jp[.JB[.IN[.]) se determin6 un
tamafo poblacional de 516 a 802 (95% de confianza, EE=71) tiburones ballena del 2005 al
2008 (Tabla 1X).

Durante el 2005 se marcaron 164 tiburones ballena, de los cuales se foto-identificaron 83 y
2 fueron remarcados en el mismo afio. En el 2005 se realizaron 47 salidas al campo
representadas en 8 quincenas las cuales se emplearon para el analisis de abundancia. De los
83 tiburones foto-identificados 27 fueron recapturados. Se determind para el 2005 una
abundancia de 94 a 122 (95% de confianza, EE=6) tiburones ballena (Tabla IX).

En el 2006 se marcaron 202 tiburones, de los cuales se foto-identificaron 151 y 2 fueron
remarcados en la misma temporada. En este afio se realizaron 68 salidas al campo
representadas en 7 quincenas las cuales se emplearon para el analisis de abundancia de este
afio. De los 151 tiburones foto-identificados 89 fueron recapturados. La abundancia
estimada en el 2006 fue de 211 a 260 (95% de confianza, EE=12) tiburones (Tabla IX).

Durante el 2007 se marcaron 68 tiburones ballena, de los cuales se foto-identificaron 54 y 1
fue remarcado en el mismo afio. En el 2007 se realizaron 45 salidas al campo representadas
en 7 quincenas las cuales se emplearon para el analisis de abundancia de este afio. De los 54
tiburones foto-identificados 21 fueron recapturados. Se determind una abundancia de 70 a
105 (95% de confianza, EE=8) tiburones ballena (Tabla 1X).
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En el 2008 se marcaron 144 tiburones ballena, de los cuales se foto-identificaron 120 y
ninguno remarcado en el mismo afio. En este afio se realizaron 64 salidas al campo
representadas en 8 quincenas las cuales se emplearon para el analisis de abundancia. De los
120 tiburones foto-identificados 46 fueron recapturados. Se estimé una abundancia de 152
a 202 (95% de confianza, EE=12) tiburones (Tabla IX).

En todos los afios el tiempo de recaptura mas comun fue entre dos semanas y hasta 7

Semanas.

Tabla 1X. Tiburones ballena marcados y foto-identificados por afio. Abundancia estimada
por afio al 95 % confianza.

2005 2006 2007 2008
Tiburones marcados 164 202 68 144
Tiburones remarcados 2 2 1 0
Tiburones foto-identificados 83 151 54 120
N 94-122 211-260 70-105  152-202

7.2.1.4 Anélisis de recapturas

Un total de 46 tiburones ballena fueron recapturados entre-afios del 2005 al 2008, de estos,
35 fueron recapturados entre 2 afios, 10 fueron recapturados entre 3 afios y 1 entre 4 afios
(Tabla X). De los tiburones ballena recapturados el 68% fueron machos, el 30% fueron
hembras y el 2% fueron de sexo indeterminado, la proporcion sexual de los tiburones
recapturados no fue diferente del total de los individuos identificados (G; = 0.076, P>
0.76).
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Tabla X. Tiburones ballena foto-identificados (lado izquierdo) y recapturas de cada afio de
estudio.

2005 2006 2007 2008 Total Promedio
Individuos 83 151 54 120 408 102
Recapturas del afio anterior 17 12 17 46 15.33
Recapturas de afios anteriores 3 9 12 4
Total recapturas 17 15 26 58 19.33
Individuos nuevos 83 134 39 94 350 87.50
% Recapturas 11.26 27.78 21.67 60.70

7.2.1.5 Analisis de cicatrices

El porcentaje de tiburones con cicatrices varié en todos los afios. Siendo el 37% en el 2005,
el 81% en el 2006, el 91% en el 2007 y en el 2008 el 60%. Muchos de los tiburones
presentaron cicatrices por colision con embarcaciones, quedando dentro de las categorias de
laceraciones, amputaciones, abrasiones y traumas. Quitando del analisis las cicatrices
causadas por efectos naturales (mordidas) y desconocidos (otros y muescas) el porcentaje
total de cicatrices debidas a embarcaciones fluctud del 13 al 33 % por afio, el 13% en 2005,
el 26% para el 2006, el 33% en el 2007 y el 26% para el 2008. Las cicatrices mas comunes
fueron las muescas (36%) y las laceraciones (14%), las poco comunes fueron las
amputaciones (6%), mordidas (6.28%), abrasiones (3%), otros (2%) y traumas (1.4%, Fig.
18).



o1

60 -
(%]
8
‘£ 50 -
@
Q
o 40 4
c —
8
@ 30 1 OHolbox
c
g 20 - Ningaloo Reef
2 10 - H m Seychelles
o .
S ® Mozambique

gt B LR L) e

) % % ) o ) )
& o
. o(\e . o(\ . 0<\® \)é\(b b\&b 60(0 0‘\S
® & £ & & ¥
RS Q& & © I\ <
& @

Figura 18. Porcentaje de tiburones ballena con cicatrices por categoria y por localidad.
Ningaloo Reef, Seychelles y Mozambique tomado de Speed et al. (2008).

7.2.2 Golfo de California

7.2.2.1 Estructura poblacional por sexo v tallas
Se foto-identificaron 254 tiburones de los cuales 252 fueron identificados del lado

izquierdo y dos solo del derecho, los cuales fueron quitados del analisis. De los 252
tiburones el 62% fueron machos (157) el 29% hembras (73) y el 9% de sexo

indeterminado (22).

El anélisis mostrd que existe diferencias en la proporcion sexual de los tiburones en el
Golfo de California (Z=5.59, p<0.001) debido a la presencia de mas machos que hembras.
La proporcion sexual total del Golfo de California fue diferente entre-afios (Gg = 39.29,

p<0.001 Fig. 19).



Tiburones foto-identificados (%)

90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

17 15 31 31 30 66 121
B Macho

Hembra

M Indeterminado

1l

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009

Ano

Figura 19. Tiburones ballena fotografiados por sexo y por afio. Los numeros indican el
namero de tiburones ballena foto-identificados por afio.
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De los 252 tiburones, 229 fueron organismos juveniles foto-identificados en aguas costeras

de Bahia de los Angeles y de la Bahia de la Paz, mientras que 23 fueron hembras prefiadas

identificadas alrededor de la Isla Espiritu Santo y Banco Gorda.

En aguas costeras de la Bahia de la Paz se encontraron tiburones ballena juveniles (69%

machos y 23% hembras, y 8% indeterminado, n = 125) y en la Bahia de los Angeles

(68.5% machos y 21.5% hembras, 10% indeterminado, n = 130). La proporcion sexual

entre ambas localidades fue igual (G, = 0.03, p > 0.86, Fig. 20). No se incluy6 en el analisis

Bajo Gorda y alrededor de la Isla Espiritu Santo dado que Unicamente se encontraron

hembras prefiadas.
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Figura 20. Tiburones ballena juveniles fotografiados por sexo y por localidad, Bahia de la
Paz (BLP), Bahia de los Angeles (BLA). Los nimeros indican el nimero de tiburones
ballena foto-identificados por area.

El intervalo de tallas de los tiburones ballena fotografiados y medidos fue de 2 a 13 m de

LT (N=220) con una media de 5.42 m. La distribucion de tallas total (incluyendo hembras,

macho e indeterminados) present6 una moda a los 5.5 my otra a los 4 m TL (Fig. 21).
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Figura 21. Distribucion de frecuencias de tallas de los tiburones ballena medidos en el
Golfo de California del 2003 al 2009 (n=219).
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7.2.2.2 Estimacion de Abundancia

Mediante el uso del modelo de Jolly Seber para poblaciones abiertas calculado con el
programa computacional MARK, siguiendo el modelo (@[] P[.JB[.IN[.]) se determind una
abundancia de 396 a 509 (95% de confianza, EE=28) tiburones ballena del 2003 al 2009.

7.2.2.3 Analisis de recapturas

Unicamente se recapturaron tiburones ballena juveniles entre-afios. De los 229 juveniles
foto-identificados, 41 (17.9%) fueron recapturados entre-afios del 2003 al 2009. El
intervalo tipico de recapturas fue de 2 afios, sin embargo hubo tiburones que se
recapturaron durante 6 y 7 afos (Tabla XI). De los tiburones ballena recapturados el 80%
fueron machos y el 20% fueron hembras, no se encontré diferencias entre la proporcion de

la poblacion y las recapturas (G1=2.22, p>0.13).

Tabla XI. Tiburones ballena foto-identificados por afio y andlisis de recapturas.

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009  Total promedio

Tiburones identificados 17 15 30 31 31 67 121 312 44.57
Recapturas afio anterior 5 4 3 4 2 18 36 6.00
Recapturas afios anteriores 2 2 5 4 11 24 4.00
Total recapturas 5 6 5 9 6 29 60 10.00
Individuos nuevos 17 10 24 26 22 61 92 252 36.00
% Recapturas 333 20 161 29 895 24 13141 21.90

7.2.2.4 Recapturas entre localidades

Se recapturaron tiburones ballena juveniles entre Bahia de los Angeles (BLA) y la Bahia de
la Paz (BLP). Entre ambas localidades se foto-identificaron 229 tiburones ballena
(BLA=130, BLP=125) de los cuales 26 (11.35%) mostraron movimientos entre las 2
localidades. En el 2004 en la Bahia de la Paz se recapturaron 2 tiburones previamente vistos
en Bahia de los Angeles, uno observado con un mes de anticipacion y otro de un afio

anterior. En el 2006 en Bahia de la Paz se recapturaron dos tiburones vistos 2 meses atras
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en Bahia de los Angeles. En el 2008 siete tiburones (17.5%) observados en Bahia de los
Angeles mostraron movimientos a la Bahia de la Paz. En el 2009 siete tiburones (21%)
observados en la temporada del 2008 en la Bahia de la Paz se recapturaron en Bahia de los

Angeles y doce (16.43%) del mismo sitio se recapturaron en la Bahia de la Paz (Tabla X11).

Tabla XII. Analisis de recapturas entre localidades. Tiburones ballena foto-identificados
por localidad y afio. Bahia de los Angeles (BLA), Bahia de la Paz (BLP), tiburones ballena
que presentaron movimientos en la misma temporada de Bahia de los Angeles a Bahia de la
Paz (BLA-BLP), tiburones ballena que presentaron movimientos en la siguiente temporada
de Bahia de la Paz a Bahia de los Angeles (BLP-BLA)

2004 2006 2007 2008 2009

BLA 8 4 10 40 73
BLP 8 19 21 33 54
BLA-BLP 1 2 0 7 12
BLA-BLP% 17.5 16.43
BLP-BLA 7
BLP-BLA% 21

7.2.3 Golfo de California: Bahia de La Paz

7.2.3.1 Estructura poblacional por sexo vy tallas

En las aguas costeras de la Bahia de la Paz Unicamente se encontraron tiburones ballena
juveniles. Por su parte, en las aguas oceanicas se encontraron hembras prefiadas, con la
excepcion de una hembra de 2 m en la lobera de Isla Espiritu santo encontrada en Agosto
de 2007.

En el 2003 s6lo se observaron tres tiburones ballena y sélo de uno se tom¢ fotografia del
lado derecho por lo que este afio se quitd del analisis. La comparacion fotografica revel6
que en la Bahia de la Paz del 2004 al 2009 en total se foto-identificaron 133 tiburones
ballena. De estos solo 1 se foto-identifico del lado derecho, quedando un total de 132
tiburones foto-identificados. De los 132 tiburones 125 fueron juveniles y 7 hembras

prefiadas alrededor de la Isla Espiritu Santo. De los 125 juveniles 69% fueron machos, el
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23% hembras, y el 8%. Hubo diferencias estadisticas significativas en las proporciones
sexual en Bahia de la Paz (Z= 5.6, p<0.001) debido a la presencia de mas machos que
hembras. La proporcion sexual se mantuvo en todos los afios (G3 = 2.25, p > 0.68, Fig. 22),
no se incluyo en el analisis el 2006 dado que se observé mayor nimero de hembras que de

machos quizés debido a que a varios tiburones no se les determind el sexo.
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Figura 22. Tiburones ballena fotografiados por sexo y por afio. Los ndmeros indican el
namero de tiburones ballena foto-identificados por afio.

Los meses de agregacion de los tiburones ballena juveniles en la Bahia de la Paz variaron
entre afos, se encontraron de Agosto a Junio existiendo una estacionalidad de
aproximadamente 4 meses, de Septiembre a Enero y en algunos afos presencia de
tiburones en los meses de Abril- Junio. En el 2008-2009 y 2009-2010 la temporada se
recorrié de Noviembre a Marzo y Mayo respectivamente (Fig. 23). Por su parte las hembras

prefiadas alrededor de la Isla Espiritu Santo se encontraron en los meses de Mayo y/o Junio.



57

35 -
30 A

25 -

20 -

15 -

10 A

N lJ

. I 1 .
Sep Oct Nov Dic Ene Feb Ma

r Abr May Jun Jul

Tiburones foto-identificados

Ago

m2004-2005 m2005-2006 m2006-2007 2007-2008 m2008-2009 m 2009-2010

Figura 23. Estacionalidad de los tiburones ballena juveniles en la Bahia de la Paz de
Noviembre del 2004 a Julio del 2010.

La proporcion sexual en juveniles se examind entre los meses donde se encontraron
tiburones de ambos sexos (Fig. 24). No se encontr6 cambios en la proporcion sexual entre
los meses de cada afio (2005 G4 = 0.89 p > 0.90, 2006 G1= 0.14 p > 0.70, 2007 G, =0.71, p
> 0.39, 2008 G3 = 1.14, p > 0.76, 2009G, = 2.71, p > 0.60).
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Figura 24. Porcentaje mensual de tiburones ballena por sexo de Agosto del 2004 a Junio del
2010. Los numeros indican el nimero de tiburones ballena foto-identificados.
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El intervalo de tallas de los tiburones ballena foto-identificados y medidos fue de 2 a 13 m
de LT (N=124). De los tiburones medidos 117 fueron juveniles con una distribucion de
tallas de 2 a 7 m, con una moda a los 4 m y una media de 4.40 m. Siete fueron hembras
prefiadas alrededor de la Isla Espiritu Santo, con un rango de tallas de 10 a 13 m LT, con

una moda a los 12 m y una media de 11.64 m (Fig. 25).
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Figura 25. Distribucién de frecuencias de tallas de los tiburones ballena en la Bahia de la
Paz (BLP, n=117) y alrededor de la Isla Espiritu Santo (IES, N=7), de Noviembre del 2004
a Junio del 2009.

En la temporada del 2004-2005 el rango de tallas fue de 2.5 — 6.5 m, con una media de 4.31
m LT. El rango de tallas para la temporada 2005-2006 fue de 3 — 6.5 m con una media de
4.68 m LT. En la temporada del 2006-2007 la longitud de tallas fue de 3 — 7.5 m, con una
media de 4.88 m LT. En la temporada del 2007-2008 el rango de tallas de los tiburones fue
de 2 a 10.5 m con una media de 4.47 m LT. En la temporada 2008-2009 la longitud total de
los tiburones fue de 3 a 13 con una media de 4.5. Mientras que el rango de tallas de la
temporada 2009-2010 fue de 2.5 a 7 m con una media de 4.6. La longitud modal de los
tiburones ballena en el 2005-2006 fue de 4 m, en el 2006-2007 de 3 y 4 m, de 3.5 m en el
2007-2008 y en el 2008-2009 de 4 y 5 m (Fig. 26).
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Figura 26. Histograma de frecuencias de tallas de los tiburones ballena foto-identificados
en la Bahia de la Paz de Noviembre del 2004 a Junio del 2009.
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7.2.3.2 Estimacion de Abundancia

Se determind una abundancia de 136 a 194 (95% confianza, EE=13) tiburones ballena de
Noviembre del 2004 a Abril del 2010.

7.2.3.3 Analisis de recapturas y abundancia anual de juveniles

Un total de 22 tiburones ballena fueron recapturados entre-afios de Noviembre del 2004 a
Junio del 2010, el intervalo tipico de recapturas fue de 2 y 3 afios, sin embargo hubo
tiburones que se recapturaron entre 4, 5 y 6 afios (Tabla XIII). De los tiburones ballena
recapturados el 82% fueron machos y el 18% fueron hembras. No se encontr6 diferencias

entre la proporcion de sexos de la poblacién y las recapturas (G;=0.34, p>0.55).

Durante la temporada 2004—2005 se foto-identificaron 8 tiburones ballena, en este afio se
hizo un esfuerzo de una semana en Noviembre y de dos dias en Abril, por lo que no se

model6 la abundancia de esta temporada.

En la temporada 2005-2006, 30 tiburones fueron foto-identificados de los cuales 5 fueron
recapturas de afios anteriores (16.66%). Veinte tiburones fueron recapturados en la misma
temporada, la mayoria de éstos permanecieron en la Bahia de la Paz. Para la estimacion de
abundancia se modelaron las salidas de Septiembre—Febrero, donde se realizaron 31 salidas
al campo representadas en 11 quincenas se estimé una abundancia de 32 a 47 (95% de
confianza, EE=3) tiburones (Tabla XIII).

En la temporada 2006-2007 se foto-identificaron 19 tiburones de los cuales 6 fueron
recapturas de afios anteriores (31.57%). De los 19 tiburones foto-identificados 11 fueron
recapturados en la temporada. Para la estimacion de abundancia se modelaron los meses de
Noviembre—Enero y se realizaron 8 salidas al campo representadas en 4 quincenas, se
determind que en el 2006-2007 hubo una abundancia de 19 tiburones ballena (95% de

confianza, Tabla XIII).
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Durante el 2007-2008 se foto-identificaron 20 tiburones ballena, de los cuales 7 fueron
recapturas de afos anteriores (35%). De los 20 individuos foto-identificados 11 fueron
recapturados en la misma temporada. Para el analisis de abundancia se model6 de Octubre—
diciembre ya que en los meses de Agosto y Septiembre se observo el mismo tiburon que
también se observd en meses consecutivos. Se realizaron 11 salidas al campo representadas
en 3 quincenas las cuales se emplearon para el anélisis, se estim6 una abundancia de 18 a
31 (95% de confianza, EE=2) tiburones (Tabla XIII).

En la temporada 2008-2009 se foto-identificaron 33 individuos, de los cuales 6 fueron
recapturas de otros afios (18.18%). De los 30 tiburones foto-identificados 23 fueron
recapturados. Se estimO la abundancia de Noviembre a Marzo. En este periodo, se
realizaron 29 salidas al campo representadas en 9 quincenas las cuales se emplearon para el
analisis de abundancia donde se estim¢6 de 30 a 42 (95% de confianza, EE=2) tiburones
(Tabla XIII). En Junio se encontraron en el area 3 tiburones los cuales fueron foto-
identificados, no se consideraron dentro de la estimacion de abundancia de la temporada
pero si dentro de la estimacion de abundancia total de la Bahia de la Paz y del Golfo de

California.

En la temporada 2009-2010 se foto-identificaron 54 tiburones, de los cuales 15 fueron
recapturas de otros afios (27.77%). De los 54 tiburones foto-identificados 53 fueron
recapturados. Se estimo la abundancia de Diciembre a Mayo. En este periodo, se realizaron
48 salidas al campo representadas en 16 quincenas las cuales se emplearon para el analisis
de abundancia donde se estimd de 58 a 72 (95% de confianza, EE=3) tiburones (Tabla
XI11).

En todos los afios los tiburones permanecieron de una semana hasta cuatro meses.



Tabla XIIl. Tiburones ballena foto-identificados por afio,
abundancia estimada por afio al 95 % confianza.
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analisis de recapturas y

2004 2005 2006 2007 2008 2009 Total Promedio
Quincenas 11 4 4 9 16 44 8.80
Tiburones identificados 8 30 19 20 33 54 164 27.33
Recapturas afio anterior 5 3 3 2 6 19 3.17
Recapturas afios anteriores 3 4 4 9 20 3.33
Total recapturas 5 6 7 6 15 39 6.50
Individuos nuevos 8 25 13 13 27 39 125 20.83
% recapturas 16.66 31.57 35 18.18 27.77 35 5.83
N 32-47 19 20-31 30-42 58-72

7.2.3.4 Analisis de cicatrices

En cada afo, los tiburones presentaron cicatrices en un intervalo del 31 al 81% (Fig. 27). Es

importante sefialar que el porcentaje analizado representa el total de tiburones dafiados por

afio; sin embargo, en todos los afios hubo tiburones que presentaron de 2 a 4 cicatrices y la

mayoria fueron ocasionadas durante la temporada de agregacion.
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Figura 27. Porcentaje de tiburones ballena con cicatrices por categoria.
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Muchos de los tiburones presentaron cicatrices por colision con embarcaciones, quedando
dentro de las categorias de laceraciones, amputaciones y abrasiones. Descartando del
analisis las cicatrices causadas por efectos naturales (mordidas) y desconocidos (otros y
muescas) el porcentaje total de cicatrices debidas a embarcaciones fue del 81.5%, el cuél
fluctuo del 31 al 67% por afio (Tabla X1V).

Tabla XIV. Porcentaje de tiburones ballena con cicatrices y porcentaje de tiburones con
dafios antropogeénicos por afo.

2004 2005 2006 2007 2008 2009
% 50 60 31 40 66 82
% antropogenicos 37 53 31 35 54 67

Las cicatrices mas comunes fueron las laceraciones (46%) y las abrasiones (35%), seguidas
de las muescas (20%) y las poco comunes fueron las amputaciones, mordidas y otros, no se

encontraron traumas (Fig. 28).
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Figura 28. Porcentaje de tiburones ballena con cicatrices por categoria y por localidad.
Ningaloo Reef, Seychelles y Mozambique tomado de Speed et al. (2008).
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7.2.4 Golfo de California: Bahia de los Angeles

7.2.4.1 Estructura poblacional por sexo v tallas

En las aguas costeras de la Bahia de los Angeles Gnicamente se encontraron tiburones

ballena juveniles.

La comparacion fotografica reveld que en Bahia de los Angeles del 2003 al 2009 en total se
foto-identificaron 130 tiburones ballena. De los 130 tiburones 86 (66%) fueron machos, 29
hembras (22%) y 15 (12%) fueron de sexo indeterminado. El andlisis mostré que existe
composicion sexual en Bahia de los Angeles (Z= 5.59, p<0.001) debido a la presencia de
mas machos que hembras. La proporcion sexual se mantuvo en los afios 2003, 2008 y 20009,
(G, =1.91, p > 0.38, Fig. 29), por su parte en el 2004 hubo més hembras que machos y en

el 2006 so6lo se encontraron hembras.
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Figura 29. Tiburones ballena fotografiados por sexo y por afio. Los nimeros indican el
namero de tiburones ballena foto-identificados por afio.

En el 2008 y 2009 se obtuvieron datos de la temporada completa, en estos afios los
tiburones se agregaron de Julio a Noviembre en el 2008 y de Mayo a Noviembre en el

2009. En ambos casos en los primeros meses hubo pocos tiburones aumentando su nimero
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en Agosto con una mayor abundancia en Octubre (Fig. 30). La proporciéon sexual se
examind entre los meses donde se encontraron tiburones de ambos sexos (Fig. 30). No se
encontré cambios en la proporcién sexual entre los meses de estos afios (2008 G3 = 1.92 p
> 0.59, 2009 Gs=4.45 p > 0.45).
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Figura 30. Porcentaje mensual de tiburones ballena fotografiados por sexo en el 2008 y
2009. Los numeros indican el namero de tiburones ballena foto-identificados.

El rango de tallas de los tiburones ballena fotografiados y medidos fue de 25a8 mde LT
con una media de 5.3 m la media de los tiburones machos fue de 5.26 m (LT) y la media de
las hembras fue de 5.56 m (LT). La distribucion de tallas total (incluyendo hembras, macho
e indeterminados) fue modal con una clase frecuente a los 5 m TL (Fig. 31). Los machos de
8 m fueron inmaduros de acuerdo a la morfologia del gonopterigio.
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Figura 31. Distribucion de frecuencias de tallas de los tiburones ballena medidos en Bahia
de los Angeles (n=127).

7.2.4.2 Abundancia anual de juveniles

Durante la temporada 2008 se foto-identificaron 40 tiburones ballena (32 machos, 5
hembras y 3 indeterminados). Dieciocho, fueron recapturados de los cuales uno tiburén
estuvo 4 meses, cuatro permanecieron 3 meses y el resto un mes o menos. Para la
estimacion de abundancia se modelaron las salidas de Julio a Noviembre, donde se
realizaron 18 salidas al campo representadas en 8 quincenas. Se estim6 una abundancia de
46 a 69 (95% de confianza, EE=5) tiburones ballena en Bahia de los Angeles (Tabla XV).

En la temporada 2009 se foto-identificaron 73 tiburones (55 machos, 16 hembras y 2
indeterminados) tiburones de los cuales 10 fueron recapturas del 2008. De los 73 tiburones
foto-identificados 25 fueron recapturados en la temporada, la mayoria permanecieron un
mes 0 menos, sin embargo dos estuvieron 5 meses, uno un mes y seis 3 meses. Para la
estimacion de abundancia se modelaron los meses de Junio—Noviembre. Se realizaron 24
salidas al campo representadas en 13 quincenas, se determind una abundancia de 84 a 110
(95% de confianza, EE=6) tiburones ballena (Tabla XV).
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Tabla XV. Tiburones ballena foto-identificados por afio. Abundancia estimada por afio al
95 % confianza.

2003 2004 2006 2007 2008 2009 Total Promedio

Quincenas 8 13 21 10.50
Tiburones 12 8 4 11 40 73 148 24.67
identificados

Recapturas afio 4 0 0 1 10 15 3
anterior

Recapturas afnos 0 0 0 0 3 3 0.60
anteriores

Total recapturas 4 0 0 1 13 18 3.60
Individuos nuevos 12 4 4 11 39 60 130 21.67
% recapturas 50 0 0 2.5 17.81 70.31 14.06
Abundancia 46-69 84-110

7.2.4.3 Analisis de recapturas

Un total de 16 tiburones ballena fueron recapturados entre-afios, de estos tres fueron
recapturado a los 5, 4 y 3 afios. De los tiburones ballena recapturados el 75% fueron
machos y el 25% fueron hembras, no se encontré diferencias entre la proporcion de la

poblacién y las recapturas (G;=0.003, p>0.95).

7.2.5 Golfo de California: Banco Gorda
En las aguas oceénicas de Banco Gorda Unicamente se encontraron hembras prefiadas. El

rango de tallas fue de 9 a 12 m de longitud total con una media de 10.5 m. En Junio de
2003 se encontraron 5 hembras adultas (gravidas), cuya talla oscilé entre 9 y 12 metros de
longitud total (LT) (Fig. 32). Se visitd el area en Junio del 2005 y no se encontrd ningln
organismo, sin embargo los pescadores informaron su presencia en los meses de Abril y
Mayo. En Abril y Mayo del 2006 se encontraron 10 hembras prefiadas cuyas tallas
oscilaron entre 9 y 11 m de longitud total (Fig. 32). En el 2007 se visito el area en Abril y
Mayo y no se encontraron organismos. En el 2008 no se visitd el area ya que de acuerdo
con los pescadores, se observaron tiburones en transito y no se agregaron como en otros

anos.
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Figura 32. Histograma de frecuencia de tallas de las hembras prefiadas observadas en
Banco gorda.

8. DISCUSION

8.1 Andlisis genético

8.1.1 Aislamiento de microsatélites.

El nimero de microsatélites aislados en el presente trabajo fue de 9 (Tabla I), comparado
con el nimero de clonas revisadas representa el 1.44%, a pesar de que se empleo un método
enriquecido de ADN con motivos tipo microsatélites la eficiencia fue baja. En tiburones se
han empleado diversos métodos de aislamiento de microsatélites, donde se han requerido
un gran esfuerzo para encontrar microsatélites polimorficos, por ejemplo de 2304 clones se
encontraron 4 (0.17%) loci polimorficos en Carcharinus limbatus (Keeney y Heist, 2003).
En el trabajo realizado por Schmidt et al. (2009) en tiburdn ballena aislaron 8 loci de 77
colonias (10%), sin embargo el 50% de los microsatélites encontrados fueron polimarficos.
Felheim et al. (2001) mencionan que en el genoma de elasmobranquios hay una baja

frecuencia de microsatélites, y una baja variabilidad en ellos, pero alta en repeticiones
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largas (20), lo cual coincide en el presente trabajo dado que los loci mas polimorficos
fueron el Rty 15 y Rty 16 con 11 y 17 alelos respectivamente y son los de repeticiones

largas (20 y 22, respectivamente).

8.1.2 Variabilidad genética

Estudios previos han reportado niveles bajos de variacion genética en tiburones, en
comparacion con otros peces. La heterocigosidad encontrada en el tiburdn ballena fue un
poco menor a la reportada con anterioridad por Schmidt et al. (2009), debido al mayor
numero de alelos presentes en los loci del trabajo anterior. En general los valores de
heterocigosidad encontrados en tiburdn ballena estan dentro de los rangos reportados para
otras especies de tiburones (Tabla XVI). La variacion genética baja en tiburones puede
deberse a que son organismos longevos con madurez sexual tardia dando como resultado

lentas replicaciones en el ADN (Avise et al., 1992; Martin y Palumbi, 1993).

Tabla XVI. Comparacion de microsatélites entre diferentes especies de tiburones.
LMR=Longitud méxima de repeticion. PR=Promedio de repeticion.

Especie No. LMR PR No.de Promedio Ho He  Referencia

Loci alelos de alelos
Rhincodon typus 9 22 14.44 2-17 6.22 0.50 0.52 Este trabajo
Rhincodon typus 8 41 17.2 334 9.0 0.66 0.69 Schmidtetal., 2009
Sphyrna lewini 15 - - 6-31 14 0.70  0.76 Nance et al., 2009
Squalus acanthias 6 12 9.7 3-9 5.8 0.59 0.68 McCauley eta., 2004
Hexanchus griseus 10 - - 526 12 0.45 0.61 Larson etal., 2010
Stegostoma fasciatum 9 32 20.1 3-22 96 0.63 0.71 Dudgeon et al., 2006
Ginglymostoma cirratum 9 26 12.0 2-15 5.0 0.55 0.54 Heistetal., 2003
Carcharias taurus 5 20 134 3-9 6.2 0.62 0.61 Portnoy et al., 2006
Carcharodon carcharias 5 23 18.2 2-10 54 0.70 0.66 Pardini et al., 2000
Isurus oxyrinchus 5 53 224 14-57 316 0.86 0.89 Schreyy Heist, 2003
Carcharhinus limbatus 8 - - 442 141 0.50 0.50 Keeney et al., 2005
Carcharhinus plumbeus 5 42 22.8 4-39 226 0.87 0.85 Portnoy et al., 2006
Carcharhinus sorrah 5 28 19.2 424 98 0.50 0.54 Ovenden et al., 2006
Carcharhinus tilstoni 5 19 12.0 5-24 10.8 0.65 0.73 Ovenden et al., 2006
Negaprion brevirostris 4 33 25.2 19-43 285 0.77  0.78 Feldheim et al., 2001
Sphyrna tiburo 4 - - 6-35 135 0.65 0.69 Chapman et a., 2004
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Las localidades de Isla Holbox, Golfo de California, Mozambique y Filipinas estuvieron
fuera del equilibrio de Hardy Weinberg debido a que la heterocigosidad observada fue
menor a la esperada (Tabla I1l). EI déficit de heterocigotos puede ser indicativo de la
presencia de alelos nulos en los loci microsatelitales, a la deriva génica, la reproduccion
entre parientes cercanos (endogamia), al efecto Wahlund, es decir, poblaciones mezcladas,
entre otros (Chakraborty y Zhong, 1994; Chapuis y Estoup, 2007).

El analisis de la frecuencia de alelos nulos realizado con Micro-Checker de cada poblacion
mostré una frecuencia baja, por lo que pueden ser ignorados para realizar los andlisis
posteriores (Tabla I). A su vez, la estimacion global de Fst mediante Weir (1996) usando
la correccion de ENA (Fst=0.026) y sin usarla (Fst=0.028) no mostr6 diferencias. Dado
gue no se encontraron grandes diferencias entre las Fst calculadas con y sin ENA por locus,

se considera que el déficit de heterocigotos no se deba a la existencia de alelos nulos.

La deriva génica puede manifiesta cuando existe una reduccion drastica del tamafio de las
poblaciones, o en poblaciones pequefias, produciendo cambios en las frecuencias alélicas
de forma aleatoria (Sharma et al., 2007). En el caso del tiburdn ballena a finales de los
noventas se reportd una disminucion drastica en varias poblaciones del Indo-Pacifico, sin
embargo dado que los tiburones ballena tardan 25 afios en su primera reproduccion, no se
esperaria ver efectos de deriva en un tiempo tan corto. Sin embargo puede ser el reflejo de

eventos anteriores a los noventas.

La endogamia también da como consecuencia un déficit en los heterocigotos; sin embargo,
la presencia de endogamia afecta a todo el genoma, dando como resultado que todos los
loci o la mayoria de ellos muestren déficit en los heterocigotos (Toth et al., 2000), al
analizar el deficit de los heterocigotos por loci y por localidad (Tabla I11) no se observa que
sea una constante, por lo que es probable que la endogamia no sea la causa del déficit de

heterocigotos.
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En el presente trabajo se analizaron muestras principalmente de tiburones ballena juveniles,
en Isla Holbox se analizaron 48 muestras de adultos, el Golfo de California 15, en Australia
1 y en Filipinas 4. Estudios con marcas satelitales en tiburones ballena juveniles han
mostrado que pueden recorrer grandes distancias (p ej. 5000 km, Rowat y Gore, 2007), lo
cual puede dar como resultado que las areas donde se alimentan pueden estar conformadas
por organismos de poblaciones diferentes. Tedricamente poblaciones mezcladas deben de
presentar deficiencia en heterocigosidad debido al efecto Wahlund (Wahlund, 1928), tal
efecto explica que cuando hay una estructura subpoblacional hay una reduccion en la
heterocigosidad, si dos o méas subpoblaciones tienen diferencias frecuencias alélicas la
heterocigosidad sera reducida, incluso si las subpoblaciones se encuentran cada una en
equilibrio de Hardy Weinberg (Wahlund, 1928). A pesar que mediante el analisis de
asignacién de individuos por métodos Bayesianos, se diferenciaron dos grupos
poblacionales (Isla Holbox e Indo-Pacifico), se puede ver en la figura 11 tanto en Holbox
como en el Indo-Pacifico, individuos con caracteristicas genéticas de ambos grupos, lo cual
indica poblaciones mezcladas. De acuerdo a lo mencionado, la hipotesis mas plausible para

explicar el déficit de heterocigotos es el efecto Wahlund.

8.1.3 Estructura genética poblacional

Diversos estudios genéticos en peces cosmopolitas marinos han revelado bajos niveles de
diferenciacion genética entre océanos y altos niveles de dispersion entre poblaciones
(Waples, 1998). Estudios realizados en tiburones muestran que las estructura genética esta
modelada por la reproduccion, en especies con hembras filopatricas (Pardini et al., 2001;
Schrey y Heist, 2003; Duncan et al., 2006; Keeney y Heist, 2006). Por condiciones
ambientales desfavorables como la temperatura o habitat discontinuo. Por ejemplo, aguas
oceanicas son una barrera para el flujo genético en especies como el martillo y el limén
(Feldheim et al., 2001, Duncan et al., 2006; Schultz et al., 2008), mientras que aguas
ecuatoriales calidas son un factor limitante para el flujo genético en tiburones de aguas

templadas como el Galeorhinus galeus (Chabot y Allen, 2009).



73

En el presente trabajo, los tres modelos de AMOVA mostraron que la varianza que explica
una diferenciacién genética es del orden del 2.2 a 2.6 % (Fst=0.022, Fst=0.023,
Fst=0.026). Por su parte, la prueba de diferenciacion genética mediante el estimador 6
(Weir y Cockerham, 1984) mostré que existen diferencias genéticas estadisticamente
significativas entre todas las localidades con Isla Holbox, donde el valor de Fst vario de
0.029 a 0.039. También mostro que existen diferencias estadisticamente significativas entre
Mozambique y Dijibuti con el Golfo de California con valores de Fst 0.010 y .0.011

respectivamente.

La prueba exacta de homogeneidad de frecuencias alélicas segin Raymond y Rousset
(1995) mostro la misma estructuracion encontrada en la prueba de diferenciacion genética

usando el estimador 6, lo cual apoya los resultados encontrados.

En el presente trabajo los valores de Fst de Isla Holbox (Atlantico) en relacion con las otras
localidades fue de 0.0391 a 0.0290 y estadisticamente significativos, lo cual coincide con
los resultados obtenido con secuencias de regién control reportados por Castro et al.
(2007), aunque con niveles mas bajos de Fst. A su vez, se encontraron diferencias entre el
Golfo de California y el indico Oeste (Dijibuti y Mozambique) con valores de Fsr de
0.0110 y 0.0102 respectivamente (Tabla 1V), estructura que no se habia reportado en
ninguno de los trabajos genéticos anteriores (Castro et al., 2007; Schmidt et al., 2009), el
que se hayan encontrado estas diferencias puede deberse al mayor nimero de muestras

analizadas en el presente estudio.

Estudios realizados con region control y microsatélites en tiburén mako, blanco, martillo y
puntas negras oceanico han encontrado valores mayores de Fst con region control que con
microsatélites, se ha propuesto que estas diferencias en ambos marcadores moleculares se
debe a la presencia de hembras filopatricas; mientras que el flujo genético sucede a través
de los machos (Heist et al., 1996; Pardini et al., 2001; Heist et al., 2003; Keeney et al.,
2005). Los datos del presente trabajo y Castro et al. (2007) sugieren que en la poblacion de
tiburdn ballena en el Atlantico, las hembras presentan filopatria natal, existiendo la mayor
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dispersion por parte de los machos con el Indo-Pacifico. Al parecer la filopatria natal es un
componente importante en el comportamiento de los tiburones (Hueter et al., 2005), dado
que la seleccion natural puede conducir a la filopatria natal por parte de las hembras debido
a que incrementa la sobrevivencia de los neonatos, siendo una ventaja reproductiva. En
especial en especies como los elasmobranquios que presentan un ciclo de vida con
estrategia K. Lo anterior resalta la posibilidad de que en el Indo-Pacifico exista también
filopatria natal por parte de las hembras, para ello es necesaria la realizacion de un analisis

con region control con un mayor numero de muestras.

De acuerdo con el analisis bayesiano el nimero de poblaciones mas probable con la
informacidn analizada a escala mundial en tiburon ballena es dos, una conformadas por Isla
Holbox (Atlantico) y la otra el Indo-Pacifico. Lo cual fue corroborado con el estadistico de
Evanno. Sin embargo, dado que Unicamente se analizé una localidad en el Atlantico es

necesario realizar el andlisis integrando diferentes localidades del Atlantico.

El método de Evanno et al. (2005) es apropiado solo cuando existe fuerte diferenciacion
genética, una tasa de flujo genético (Nm) de 5 migrantes efectivos, el empleo de loci con
alta tasa de mutacion (como microsatélites) y nudmeros adecuados de loci e individuos
(Evanno et al., 2005; Waples y Gaggiotti, 2006). El menor numero de migrantes
encontrado fue entre Isla Holbox y el resto de localidades (Nm=6 a 8) y claramente es esta
localidad la que se diferencié del resto mediante STRUCTURE.

En tiburones en general se han visto una mayor estructuracion entre el Océano Atlantico
con respecto al Indo-Pacifico (Heist et al., 1996; Schrey y Heist, 2003; Duncan et al., 2006;
Keeney y Heist, 2006; Castro et al., 2007; Portnoy et al., 2010). El uso del héabitat en
elasmobranquios esta muy influenciado por la temperatura del agua (Simpfendorfer y
Heupel, 2004). Ademas los cambios en la temperatura del agua pueden afectar los patrones
de dispersion y distribucién de las poblaciones y especies. Actualmente, la parte Sur de
Africa y América del Sur son un impedimento geografico de conectividad tropical debido a

las temperaturas frias. La fauna del Atlantico e Indo-Pacifico compartieron conexiones en
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menor escala hace 3.5 millones de afios (cuando se cerrd el Istmo de Panam@), actualmente
la dispersion es a través de Africa (Bowen et al.1998; 2001), la cual es muy rara debido a la
corriente fria de Bengala. Por su parte, en el Indo-Pacifico no existe la barrera geografica

de la temperatura, pero al parecer si la distancia.

Mediante la prueba de Mantel se observo una relacion significativa entre la distancia
genética y la distancia geografica, lo cual indica que las localidades mas cercanas

geograficamente tienen mayor tasa de intercambio de migrantes (Fig. 12).

Al analizar el nimero de migrantes entre localidades (tabla VII) se observan valores
infinitos entre los individuos del Golfo de California y Filipinas; Filipinas y Australia; y
entre Dijibuti y Mozambique, y son las localidades geograficamente més cercanas, lo cual
indica que no hay flujo restringido entre las localidades del Pacifico (Golfo de California y
Filipinas), la parte que conecta al Indo-Pacifico (Filipinas y Australia) y entre el Sureste y
Noreste del Indico (Mozambique y Dijibuti). Al comprar el indico Este (Mozambique y
Dijibuti) con el Oeste (Australia), los valores de numero de migrantes fluctian entre 52 y
61, sorpresivamente los valores entre indico Este y Pacifico Oeste (Filipinas) van de 137 y
135, lo cual puede deberse al bajo nimero de muestras analizadas en Australia y quizas el
numero de migrantes sea similar con el de Filipinas. Al comparar el indico Este con el
Pacifico Oeste (Golfo de California) da valores de 24 y 22, lo cual se refleja en una
diferenciacion genética entre estas localidades y aislamiento por distancia, ya que son las

localidades del Indo-Pacifico més alejadas.

El posible panorama que se plantea en el presente trabajo es que Isla Holbox representa una
poblacién con flujo genético restringido con el resto de localidades (Nm=6 a 8) y no se
tiene informacion para saber que tan extensa es dentro del océano Atlantico, STRUCTURE
sugiere que hay poca mezcla con otras localidades. Sin embargo, dado que no se incluyeron
dentro del analisis otras localidades del Atlantico es dificil establecer si corresponde a otras
localidades del Atlantico o del Indo-Pacifico; por lo que es necesario comparar con

muestras de tiburones ballena mas al Sur como Brasil asi como del Atlantico Oeste. Por su
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parte en el Indo-Pacifico existe una diferenciacion genética baja entre el océano indico
Oeste con el océano Pacifico Oriental debido a las distancias geogréficas.

En el presente trabajo se estimd un tamario efectivo de 329 y 384 (modelo de alelos
infinitos y paso a paso, respectivamente) para Isla Holbox y de 397 y 402 (modelo de alelos
infinitos y paso a paso, respectivamente) para el Indo-Pacifico.

Castro et al. (2007) mediante el empleo de la region control y siguiendo el modelo de alelos
infinitos calcularon tamafios efectivos mundiales de 238,000-476,000 (hembras efectivas:
119,000-238,000). Por su parte, Schmidt et al. (2009) con base en microsatélites y el
modelo de paso a paso calcularon un tamafio efectivo de 27,401-179,794; estimacion
calculada mediante el empleo de Opom €l cual puede sobreestimarse con el empleo de pocos
loci, por lo que se recomienda el uso de Oy en microsatélites, (Excoffier et al., 1997); el
cual se empled en el presente trabajo; con base en lo anterior se estimd el tamafio efectivo
con los datos mencionados en Schmidt et al. (2009) de acuerdo con el modelo de alelos
infinitos, el cual dio una estimacion de 556. Todos los célculos deben de tomarse con
precaucion. Los trabajos previos mencionados fueron realizados con un muy bajo nimero
de muestras; ademas, no se han hecho estimaciones de la tasa de mutacion de microsatélites
en tiburones. Al comparar el calculo de Castro et al. (2007) de hembras efectivas 119,000—
238,000 calculado con un tiempo de generacion de 25 afios; con los calculados para
Sphyrna lewini de 140,000 (tiempo de generacion de 5.7 afios) y de 47000 (tiempo de
generacion de 16.7 afios, Duncan et al., 2006) sorpresivamente es mucho mayor en tiburén
ballena, dado que el tiburon martillo presenta una distribucion global, abundante y una tasa

de reproduccién menor a la del tiburén ballena.

Son pocos los trabajos sobre abundancia poblacional del tiburon ballena, por medio de
analisis de captura-recaptura y mediante el empleo del Modelo de Jolly-Seber para
poblaciones abiertas, se han hecho estimaciones de tamafios poblacionales entre 320 y 440
tiburones en Ningaloo Reef, Australia, (Meekan et al., 2006), entre 348 y 488 en Seychelles
tiburones (Rowar et al., 2009), entre 68 y 81 tiburones en Maldivas (Riley et al., 2010), en
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Isla Holbox entre 516 y 802 (presente trabajo) y en el Golfo de California entre 396 y 509
tiburones (presente trabajo). Todas las estimaciones son de pocos individuos; sin embargo,
en todos los casos la mayoria de los tiburones que conforman las agregaciones estan

compuestas por organismos juveniles (ver discusion estructura poblacional).

De acuerdo con Frankham (1995) el tamafio efectivo poblacional es por lo general el 10 o
11% del tamafio real de la poblacion. En el Indo-Pacifico se estimé un tamario efectivo
entre 397 y 402 si extrapolamos a que representa el 11% del total nos da un tamafio de
3609 y 3654 individuos respectivamente, al sumar los valores estimados conocidos en las
localidades del Indo-Pacifico da un total de 1518, dado que hacen falta las estimaciones de
otras localidades se puede pensar el tamafio efectivo calculado en el presente trabajo es mas

cercano a los calculados con anterioridad.

8.2 Estimacion de abundancia y estructura poblacional por sexo vy tallas

8.2.1 Estructura poblacional por sexo vy tallas

El presente trabajo demostré que la técnica de foto-identificacion puede ser empleada para
estudiar y monitorear a los tiburones ballena en diferentes localidades a largo plazo. Por
medio de esta técnica se obtuvieron recapturas entre-afios y localidades, mostrando

fidelidad al &rea tanto estacional como entre-afios y movimientos entre localidades.

La técnica de foto-identificacion es comparable con el empleo de las marcas
convencionales. Con ambas técnicas, se puede evaluar la residencia, fidelidad al sitio y
movimiento entre localidades, ademas en ambas técnicas se depende de la recaptura del
organismo. No obstante, con la foto-identificacion no se corre el riesgo de que la marca se
pierda y sobre todo no se lastima al organismo. En ambas técnicas se requiere del buen
trabajo en campo; para la foto-identificacion es importante tener buenas fotos del area del
cuerpo del animal previamente establecida y por su parte, la colocacion de la marca

convencional requiere de una buena técnica para su apropiada fijacion.



78

Los tiburones de Isla Holbox se agregan cada afio en nimeros entre 70-105 y 211-260 , lo
cual justifica el uso de marcas convencionales para la investigacion, ya que durante el
trabajo de campo es muy dificil identificar a cada tiburén y las marcas ayudan a realizar un
trabajo de campo mas eficaz y ayudd a aumentar el nimero de recapturas; sin embargo se
recomienda el uso de ambas técnicas, dado que las marcas no permanecen en los individuos
por tiempos prolongados y por medio de la foto-identificacion se pueden ver recapturas

entre afos.

Debido a la baja densidad de tiburones ballena en el Golfo de California no es necesario el
empleo de marcas convencionales y se puede realizar el monitoreo por largos periodos de

tiempo usando la foto-identificacion.

El empleo del programa computacional 1°S (den Hartog y Reijins, 2004) ayudé a la
construccion del archivo fotogréfico, cuando se siguieron los lineamientos mencionados
por Speed et al. (2008); sin embargo, se aumento el nimero de identificaciones mediante la

inspeccion visual.

En Isla Holbox de los 350 tiburones identificados, el 65% fueron machos, el 27% hembras
y el 8% de sexo indeterminado, patron que fue consistente en cada afio y entre-afios. Por su
parte, la proporcion sexual en las agregaciones de tiburones ballena juveniles en la Bahia de
la Paz y Bahia de los Angeles fue igual (69% machos, 23% hembras y 8% indeterminado; y
68.5% machos, 21.5% hembras y 10% indeterminado, respectivamente, G; = 0.03, p >
0.86, Fig. 14). Los resultados mencionados, son similares a los reportados en Ningaloo
Reef, Australia (Taylor, 1994; Arzoumanian et al., 2005; Meekan et al., 2006; Norman y
Stevens, 2007), Dijibuti (Rowat et al., 2007), y Belice (Graham y Roberts, 2007) donde las
agregaciones estan compuestas en su mayoria por tiburones juveniles machos (Heyman et
al., 2001; Meekan et al., 2006; Rowat et al., 2007).

Las agregaciones de aguas oceanicas del sur del Golfo de California estuvieron

conformadas Unicamente por hembras grandes (+9m) y prefiadas, siendo esta area junto con



79

Isla Galapagos (Antoniou, SRI, comunicacion personal) y el Archipiélago de Revillagigedo
(observaciones personales) las Unicas excepciones reportadas a nivel mundial, donde las

agregaciones estan compuestas unicamente por hembras prefiadas.

La segregacion sexual o diferencias en la proporcion sexual al parecer es una caracteristica
en tiburones (Springer, 1967; Klimley, 1987; Robins, 2007). Se piensa que la segregacion
se debe a una competencia por el alimento, por estrategias para la reproduccién asociadas al
comportamiento reproductivo o a diferencias en las necesidades de recursos o habitat (Sims
et al., 2001). Diferencias en la proporcion sexual pueden deberse a diferencias en los
patrones de migracion (Pratt, 1979) o a diferencias en la tasa de mortalidad (Heithaus,
2001). Lo anterior indica que los tiburones ballena tienen diferentes patrones de migracion

y uso de habitat de acuerdo a sus tallas y sexos.

El intervalo de tallas de los tiburones ballena identificados en Isla Holbox fue de 2.5 a 9.5
m LT. Este intervalo de tallas es el tipico reportado en otras localidades. Por ejemplo,
Meekan et al. (2006) reportan tiburones ballena de 3 a 10 m LT en Ningaloo Reef. Tanto en
Isla Holbox como en Ningaloo Reef la distribucion de tallas es bimodal con dos clases
frecuentesalos6y 7 my alos 8 y 9 m. Graham y Roberts (2007) reportan datos similares
en Belice, donde los tiburones ballena medidos fueron de 3 a 12.7 m LT con una media de
6.3 m = 1.7 m. A pesar de que la mayoria de los organismos son juveniles, en Isla Holbox

también hay organismos maduros, siendo en su mayoria machos.

La presencia de pocas hembras y pocos registros de organismos pequefios indica que Isla
Holbox no corresponde al total de la poblacion de los tiburones ballena del Caribe, Golfo
de México y Atlantico, ¢(Ddnde estan las hembras, los organismos pequefios y grandes?
Hazin et al. (2006) reportan tiburones ballena en el Archipiélago de San Pedro y San Pablo,
siendo en su mayoria entre 6 y 10 metros, sin embargo, no se cuenta con los datos de sexo.
Hueter y colaboradores (2008) reportan el movimiento de una hembra madura (7.5 m)
marcada en Isla Holbox hacia esta area (7213 km), siendo mar abierto en medio del

Atlantico. De acuerdo con Wolfson (1983) y Kukuyev (1996) en aguas profundas del
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Atlantico central y cerca de la costa oeste de Africa se han encontrado neonatos de tiburon
ballena, en profundidades de 2000 a 4700 metros. Los escasos datos del Atlantico dejan
resaltar una estructura de tallas y sexos en los diferentes sitios estudiados. Las agregaciones
costeras estan conformadas por organismos juveniles en su mayoria machos y los adultos
en aguas oceénicas, mientras que los neonatos se observan en aguas profundas, sin
embargo, es necesario hacer un esfuerzo de estudios de los tiburones ballena en el

Atlantico, para conocer sobre estructura genética y poblacional del Atlantico.

La estructura de tallas fue similar en las agregaciones de tiburones juveniles de Bahia de los
Angeles (2.5 a 8.5 m) y de la Bahia de la Paz (2 a 7 m), con una moda a los 5y 4 m
respectivamente, los datos muestran que la agregacion en ambas localidades estd compuesta
por organismos muy pequefios, siendo unicamente similar a la reportada en Dijibuti
compuesta principalmente por individuos pequeiios (5 m, Rowat et al., 2007). Lo anterior
sugiere que estas localidades son &reas de crianza secundaria. ElI concepto de areas de
crianza en las poblaciones de tiburones se define como las regiones donde nacen los
tiburones o viven hasta alcanzar la madurez. De acuerdo con Bass (1978) las areas de
crianza primaria son donde nacen los organismos y pasan la primer parte de su vida. Las
areas de crianza secundaria son donde habitan los juveniles y no se encuentran adolescentes
0 adultos. A su vez, las areas de crianza pueden clasificarse de acuerdo a la presencia o
ausencia de depredadores, siendo estas protegidas y no protegidas, respectivamente
(Branstetter, 1990). Con base en los conceptos mencionados, Bahia de la Paz y Bahia de los
Angeles son areas de crianza secundaria protegidas. Ketchum (2003) con base en la
presencia de tiburones ballena de 2 m en la Bahia de la Paz sugiri6 que esta zona puede ser

un area de crianza secundaria protegida.

Por su parte, la estructura de tallas de las hembras prefiadas presentes en aguas oceanicas
alrededor de la Isla Espiritu Santo en la Bahia de la Paz (10 a 13 m, Fig. 18) fue similar a la
de las hembras prefiadas en aguas oceanicas de Bajo Gorda en San José del Cabo (9 a 12 m,

Fig. 25), siendo evidente que la agregacion estd compuesta por organismos grandes y
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diferente a las reportadas en otras localidades del mundo, siendo junto con Isla Galapagos

los Unicos lugares donde se agregan Gnicamente organismos grandes (> 9 m).

Los datos confirman que en el Golfo de California existe una segregacion latitudinal de
tiburones ballena, acorde a su talla y sexo. Encontrandose los individuos jovenes (< 8 m) en
aguas costeras de la Bahia de la Paz y de Bahia de los Angeles, siendo la mayoria machos;
mientras que los organismos adultos (> 9 metros) se distribuyen en aguas oceanicas del Sur
del Golfo de California, especificamente alrededor de la Isla Espiritu Santo y Bajo Gorda,
donde la agregacion es Unicamente de hembras maduras y prefiadas (Eckert y Stewart,
2001; Ketchum 2003; Ramirez-Macias et al., 2007).

Por alguna razén las hembras visitan cada afio las aguas oceanicas del sur del Golfo de
California, de acuerdo con Ketchum (2003) en la Isla Espiritu Santo se encuentran
condiciones muy especificas de temperatura y de alimento, estando compuesto por larvas
de eufausidos (Nyctiphanes simplex) y gasteropodos, no estando presentes con otras
composiciones zooplanctonicas, de lo anterior surge la siguiente pregunta: ¢Las hembras
encuentran en las aguas del Sur del Golfo de California los nutrientes requeridos para el
desarrollo de sus crias? y/o ¢Las hembras usan las aguas profundas del Sur del Golfo de

California como area de crianza primaria?.

Otros sitios donde existen reportes de hembra prefiadas es en Islas Galapagos (Antoniou,
SRI, comunicacion personal) y el Archipiélago de Revillagigedo (Ramirez-Macias,
observaciones personales). Wolfson (1983) reportd tiburones ballena neonatos en las aguas
ecuatoriales del Pacifico Este, con tallas entre 550-930 mm, dichos individuos fueron
capturados en profundidades entre 2650-4750 m. De acuerdo con Joung et al. (1996) el
tipo de reproduccion es viviparo aplacentado llegando a tener hasta 300 crias, siendo el
desarrollo diferente entre los embriones lo que indica que no nacen todos al mismo tiempo,
por lo que todo el corredor de Islas del Pacifico Este donde se han observado hembras
prefiadas incluyendo las aguas del Sur del Golfo de California puede ser un area de crianza

primaria.
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En Taiwén fue capturada una hembra prefiada, con algunos neonatos listos para nacer, se
sugirié que cerca del sur de Taiwan en el area de la corriente de Kuroshio que es rica en
nutrientes (Chang et al., 1997). Filipinas es el anico lugar en el mundo con dos reportes de
neonatos juveniles (46 y 64 cm) en superficie (Aca y Schmidt, 2011) sorpresivamente la
talla de 46 cm es menor a la reportada del tiburén mas pequefio (64 cm) dentro del Utero de
la hembra capturada en Taiwan (64 cm) (Joung et al.,1996), por lo que es incierto si los dos
embriones encontrados en superficie en Filipinas son el resultado de la pesca ilegal de una
hembra o por nacimiento natural (Aca y Schmidt, 2011). Sin embargo, los registros de
neonatos tanto en el Atlantico como en el Pacifico en profundidades entre 2000 y 4700 m

sugieren que nacen en las profundidades donde encuentran proteccion contra depredadores.

La presencia de juveniles pequefios de 2 m en la Bahia de la Paz y Bahia de los Angeles asi
como la presencia de hembras prefiadas en el sur del Golfo de California sugiere que las
hembras prefiadas usan las aguas profundas del sur del Golfo como area de crianza
primaria. De acuerdo con Aca y Schmidt (2011) un tiburdén ballena de 1.4 m puede ser
considerado como animales de 4 meses, dado que el registro de los neonatos en cautiverio a
los 4 meses tenian esta talla y se ha reportado un crecimiento similar entre tiburones en
cautiverio y salvajes. Con lo anterior se puede considerar que los tiburones ballena de 2 m

en estas bahias son animales de aproximadamente 1 afio.

Los datos genéticos indican que los tiburones del Golfo de California son los mismos que
Filipinas y Australia. Tanto en Australia (Meekan et al., 2006) como en Filipinas (Aca,
2008) las agregaciones estan compuesta por organismos mas grandes (7y 8 m, 7y 7.5 m,
respectivamente) que en las agregaciones de Bahia de los Angeles y Bahia de la Paz,
incluso hay presencia de machos adultos. Juntando trabajos anteriores con los datos del
presente trabajo, se puede pensar que los tiburones ballena nacen en aguas profundas del
Pacifico Este, siendo Bahia de La Paz y Bahia de los Angeles areas de crianza secundaria,
donde los juveniles encuentran alimento y proteccion contra depredadores. Presentando los

juveniles alta fidelidad al &rea y que una vez que alcanzan la madurez sexual migran a
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lugares como Filipinas y Australia, donde se encuentran animales entre 7 y 8 m, por su
parte las hembras regresan a los sitios de nacimiento a tener a sus crias. Dado que hay
presencia de hembras prefiadas en Australia y Filipinas, y a que no todos los animales
nacen al mismo tiempo, quizas cerca de estas areas en la profundidad también nacen. Sin
embargo, siguen haciendo falta registros de hembras juveniles y machos grandes. Hacen
falta estudios en otros sitios de agregacion como Taiwan, Colombia, incluso en costas de
México como San Blas, Nayarit y Salina Cruz, Oaxaca para poder establecer y completar el

escenario del tiburon ballena.

8.2.2 Estimacidn de talla de Madurez.
De acuerdo con Norman y Stevens (2007) la talla de madurez sexual de los tiburones

ballena en Ningaloo Reef es a los 8 m LT. El presente trabajo muestra que los tiburones
ballena en Isla Holbox maduran a una talla menor (7 m LT). Por su parte, en el Golfo de
California la talla mé&xima encontrada en machos fue de 7 m, en todos los casos, los
gonopterigios eran organismos inmaduros. Estos resultados pueden interpretarse de dos
maneras: 1) Los tiburones ballena del Caribe maduran antes que los tiburones de Australia
y el Golfo de California; 2) Los tiburones ballena de Isla Holbox son mas pequefios que los
encontrados en Ningaloo Reef y el Golfo de California. Se han reportado diferencias en la
talla de madurez sexual entre localidades en otras especies de tiburones (Simpfendorfer,
1992; Bonfil et al., 1993; Wintner y Cliff, 1995; Castro, 1996; Villavicencio, 1996;
Lucifora et al., 2005) que sugirieren poblaciones locales diferentes, lo cual en tiburén
ballena se confirma con los datos genéticos, dado que Isla Holbox conforma una poblacion
diferente a las estudiadas en el Indo-Pacifico. Sin embargo, las diferencias también pueden
deberse a que las estimaciones de la LT fueron diferentes en el trabajo realizado por

Norman y Stevens (2007) y en el presente trabajo.

8.2.3 Estimacion de Abundancia

Con base en el modelo de Jolly-Seber para poblaciones abiertas se estimd un tamafio
poblacional de 516 a 802 (95% confianza, EE=71) tiburones en Isla Holbox (2004 al 2008),
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sin embargo, debido al aumento de los tiburones recapturados en el ultimo afio de estudio,
el tamafio poblacional estimado debe de considerarse con precaucion, siendo méas cercana
la estimacion mayor. En el Golfo de California se estim6 una abundancia entre 396 y 509
(95% confianza, EE=28) tiburones (2003 al 2009); mientras que la abundancia en la Bahia
de la Paz fue de 136 a 194 (95% confianza, EE=13) organismos del 2004 al 2009. Al
comparar las estimaciones realizadas en el presente trabajo con los reportados para otras
localidades, siguiendo el mismo modelo de Jolly-Seber para poblaciones abiertas, se
observa que la estimacion del Golfo fue similar a la reportada para el Océano indico en
Ningaloo Reef, Australia (aproximadamente 320 a 440 tiburones, Meekan et al., 2006) y
Seychelles (348 a 488 tiburones, Rowat et al., 2009) y mucho menor al calculado para Isla
Holbox, siendo este sitio la mayor abundancia reportada. Por su parte la abundancia en la
Bahia de la Paz fue mayor a la reportada en Maldivas (entre 68 y 81 tiburones, Riley et al.,
2010), y menor a reportada en los otros sitios mencionados, y no representa el total de los
tiburones ballena transedntes del Golfo de California ya que de los 133 tiburones
identificados en la Bahia de la Paz unicamente el 19.54% (26) fueron recapturados en

Bahia de los Angeles.

A pesar de estas diferencias, existen patrones constantes de comportamiento y estructura
poblacional de los tiburones en los diferentes sitios de agregacion. Primero, las
agregaciones incluyen tiburones con un grado de fidelidad entre-afios, incluso en algunos
sitios entre décadas y otros que se observaron solo una vez en el sitio durante la agregacion
al menos durante el periodo de estudio (>3 temporadas o afios; Meekan et al., 2006;
Holmberg et al., 2009). En el presente estudio en Isla Holbox se recapturaron 46 tiburones
en diferentes afios (13.14%), el intervalo tipico de recapturas fue de un afio, aunque tres
individuos se recapturaron en todos los afios de estudio, el analisis de recapturas mostro que
cada afno las recapturas son del 11 al 28% de los individuos. En el Golfo de California el
analisis de recapturas entre-afios mostré que el 18.38% de los tiburones ballena juveniles
regresaron al area entre-afios, algunos individuos fueron recapturados durante 6 y 7 afios
consecutivos, el intervalo tipico de recapturas fue entre 2 y 3 afios. El analisis de recapturas

anual en la Bahia de la Paz mostro que existe un porcentaje de recapturas entre-afnos del 16
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al 35%, por su parte el analisis de Bahia de los Angeles (Gnicamente 2008 y 2009) mostrd
que del 17% de los tiburones presentes en el 2008 regresaron en el 2009. El porcentaje de
recapturas anuales en la Bahia de la Paz es mayor al reportado para Seychelles (13.7-25%,
Rowat et al., 2009) y las otras localidades del presente estudio. Las agregaciones de
hembras prefiadas en la Isla Espiritu Santo y Banco Gorda no mostraron este patrén ya que
no hubo recapturas entre-afios y durante la temporada del mismo afio las recapturas fueron

entre dias.

La abundancia anual en Isla Holbox fue de 70-105 y 211-260 tiburones. Sin embargo,
debido a que durante el 2005 (94-122, 95% confianza, EE=6) y el 2007 (70-105, 95%
confianza, EE=8) se realizd6 un menor numero de salidas al campo, la estimacion de
abundancia baja en estos afios debe de considerarse con cautela. En el 2006 y 2008 se
realiz6 un mayor nimero de salidas al campo, en estos afios se estim6 una abundancia de
152-202 (95% confianza, EE=12) y 211-260 (95% confianza, EE=12) tiburones, quizés
estos calculos sean los mas aproximados para esta localidad. Isla Holbox es la mayor
agregacion reportada para el tiburon ballena. Aunque no existen estimaciones de
abundancia para Sudafrica y Mozambique, censos aéreos realizados en la Costa de
KwaZulu-Natal en Sudéafrica reporta entre 50 y 100 tiburones ballena por Km de costa
(Beckley et al., 1997) y 54 tiburones ballena a lo largo de 50 Km. de la costa de
Mozambique (Cliff et al., 2007) quizas las agregaciones de tiburones ballena en Sudafrica y

Mozambique sean mayores o similares a las reportadas en el presente estudio.

La variacién en la estimacién de abundancia por afio sugiere que la poblacion que visita
Isla Holbox no representa el total de la poblacion transelnte del Mar Caribe y Golfo de
México. El marcaje tanto satelital como convencional en tiburones ballena de Isla Holbox
ha mostrado que algunos tiburones se van al Golfo del México; mientras que otros se van al
sur (Honduras, Belice y Brasil, Hueter et al., 2008). Los tiburones ballena marcados en
Honduras y en Belice han mostrado movimientos hacia Isla Holbox y cruzan al Golfo de
México (Gifford et al., 2007, Graham y Roberts, 2007). Hoffman et al. (1981) sugieren que

los tiburones ballena encontrados en el Norte del Golfo de México migra estacionalmente
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(primavera/verano) a las aguas de Cuba. En este momento no se han establecido patrones

de migracion entre el Mar Caribe y el Golfo de México.

Debido a que los tiburones ballena a lo largo del Sistema Arrecifal Mesoamericano se
encuentran interconectadas (Gifford et al., 2007; Graham y Roberts, 2007), el incremento o
disminucion en los nimeros en un sitio, puede deberse al cambio en la distribucion entre
los sitios de agregacion mas que a cambios en el tamafio poblacional. Por ello, para la
determinacion de su estatus y cambios en la abundancia requiere informacion de mas de un

solo sitio de agregacion y varios afios de estudio.

El analisis de abundancia anual mostré que en la Bahia de la Paz las agregaciones pueden ir
de pocos (8) a 58-72 (95%, confianza, EE=3) tiburones, mientras que en Bahia de los
Angeles de 46-69 (95% confianza, EE=5) a 84-110 (95% confianza, EE=6) organismos.
En ambas localidades la abundancia anual es mucho menor a la reportada para Isla Holbox
y al estimado para Ningaloo Reef Australia (90-120 a 127-190 individuos, Holmberg et

al., 2009), calculados mediante el modelo de Jolly-Seber para poblaciones abiertas.

Hubo afios como el 2003 en donde las agregaciones de juveniles en la Bahia de la Paz y el
2005 en Bahia de los Angeles cuando los organismos no se agregaron para alimentarse.
Wilson et al. (2001) menciona que los cambios en las condiciones oceanogréaficas puede
afectar la presencia de tiburones ballena en Ningaloo Reef Australia, donde aumento la
abundancia durante un evento de la Nifia. Lo anterior ha sido mencionado también para los
organismos en la Bahia de la Paz por Ketchum (2003). Esto resalta la importancia del
presente trabajo, debido a la naturaleza migratoria de la especie y a que la poblacién del
Golfo de California se encuentra interconectada en los diferentes sitios de agregacion, el
determinar el estatus de la especie en los diferentes sitios de agregacion en esta area es
importante para el manejo y conservacion de la especie, ya que el aumento o disminucion
de los tiburones ballena en un solo sitio, puede ser el reflejo de cambios en la distribucién
de la poblacién en los diferente sitios de agregacion mas que cambios en la abundancia

total de la poblacion.
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8.2.4 Estacionalidad
El presente estudio confirma que el tiburdn ballena afio con afio se agrega en Isla Holbox de

Junio a Septiembre con una mayor agregacion en Agosto, su estacionalidad se encuentra
relacionada a la surgencia de Yucatan (Merino, 1997). Durante primavera y verano la
surgencia de Yucatdn aumenta la productividad de fitoplancton, zooplancton e
ictioplancton (Falfan et al., 2008). En Ningaloo Reef Australia, se agrega estacionalmente
debido al desove de corales, lo cual aumenta la productividad de la zona (Taylor, 1996).
Las recapturas en el mismo afio mostraron que los tiburones permanecen en Isla Holbox

hasta 3.5 meses; sin embargo, el mayor numero de recapturas fue entre dias 0 semanas.

En Bahia de los Angeles los tiburones pueden agregarse de Mayo a Noviembre con una
mayor abundancia en Octubre (Fig.23), lo cual coincide con lo mencionado con
anterioridad por Cérdenas-Torres et al. (2007); mientras que en la Bahia de la Paz los
tiburones ballena juveniles se pueden agregar entre Agosto y Junio (Fig. 17), en este sitio la
estacionalidad de juveniles ha cambiado drasticamente. Wolfson (1987) menciona la
presencia de tiburones en los meses de Agosto-Septiembre; por su parte Clark y Nelson
(1997) mencionan un temporadas de Octubre-Noviembre (juveniles), finalmente Ketchum
(2003) menciona una temporada de Septiembre-Noviembre con nula abundancia en
invierno. La estacionalidad de juveniles en aguas costeras fue similar a la mencionada con
anterioridad en los primeros afios de estudio (Septiembre a Enero); la cual en los Gltimos
dos afios presentd un desfasamiento cambiando de Noviembre a Marzo o Junio, por lo que
en la Bahia de la Paz los cambios en las condiciones oceanograficas no solo afectan la
abundancia y/o presencia si no también su estacionalidad (Wilson et al., 2001; Ketchum,
2003).

Los datos del 2008 y 2009 (Tabla X) sugieren que los tiburones ballena juveniles se
agregan estacionalmente en Bahia de los Angeles para alimentarse (Mayo—Noviembre)
siguiendo las concentraciones de alimento en la Bahia de la Paz (Noviembre—-Abril). La
mayoria de recapturas de Bahia de los Angeles hacia la Bahia de la Paz ocurrieron en un

tiempo de 1 a 2 meses, mientras que de la Bahia de la Paz a Bahia de los Angeles
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ocurrieron de 3 a 4 meses, lo que hace suponer que existe un tercer sitio de agregacion
dentro del Golfo de California o quizés fuera. En el Golfo de California otro sitio de
agregacion reportado es San Luis Gonzaga, el cual se encuentra cerca de Bahia de los
Angeles por lo que muy probablemente se trate de los mismos organismos. Otros sitios
donde se ha reportado presencia de tiburdn ballena es en Guaymas, Cabo Pulmo y la Bahia
de Loreto, sin embargo en estos sitios los reportes son de avistamientos esporadicos. Fuera
del Golfo los sitios méas cercanos de agregacion de la especie son San Blas, Nayarit y Salina

Cruz, Oaxaca.

En lo que respecta a la presencia de hembras prefiadas en aguas oceénicas del Sur del Golfo
de California, su estacionalidad se ha mantenido alrededor de la Isle Espiritu Santo Mayo—
Junio y en Bajo Gorda Abril-Junio, lo cual coincide con lo reportado por Wolfson (1987)
Clark y Nelson (1997) y Ketchum (2003). Sin embargo, no se encontraron en todos los
afios de estudio. De acuerdo con los datos se agregan en una Bajo Gorda o en la Isla
Espiritu Santo; por ejemplo, en el 2006 no se encontraron en la Isla pero si en Bajo Gorda.
A pesar de que no se tiene ninguna recaptura entre estos sitios, la estacionalidad coincide en

ambas localidades lo que sugiere que se trata del mismo grupo de hembras visitantes.

El anélisis de recapturas durante el periodo de agregacion mostro que en la Bahia de la Paz
los tiburones ballena se pueden quedar hasta 5.5 meses; mientras que en Bahia de los
Angeles hasta 5 meses; sin embargo este anélisis mostré que en la Bahia de la Paz la
mayoria de los tiburones se quedan durante todos los meses de agregacion, presentando una
alta fidelidad a la zona mientras que en Bahia de los Angeles la mayoria son transeuntes,

encontrandose una o dos veces durante la temporada de agregacion.

8.2.5 Analisis de cicatrices

En Isla Holbox, las cicatrices mas comunes fueron las muescas (36%) y las laceraciones
(14%); por su parte, las cicatrices no comunes fueron las amputaciones (6%), mordidas

(6%), abrasiones (3%), otras (2%) y los traumas (1.5%).En la Bahia de la Paz las cicatrices
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mas comunes fueron las laceraciones (42%) y las abrasiones (29%), seguidas de las
muescas (17.5%) y las poco comunes fueron las amputaciones, mordidas y otros (2%), no
se encontraron traumas (Fig. 21). El mayor numero de laceraciones, abrasiones,
amputaciones y traumas son causadas por embarcaciones, esto quizads como resultado

directo de la actividad de turismo con el tiburdn ballena.

En la Bahia de la Paz, a pesar de que el tiburon ballena y su héabitat representan un
importante capital natural, con uso turistico y que desde el 2006 se ha capacitado a los
prestadores de servicios turisticos para la realizacion de la actividad de observacion y nado
con la especie, los datos cientificos muestran que de Noviembre de 2004 a Abril de 2010 el
porcentaje total de dafios causados por embarcaciones ha fluctuado del 31 al 67 % por afio
estos dafios son similares a los reportados para Mozambique donde no existe un plan de
manejo (Fig. 21) para la actividad de observacion y nado con la especie y a las reportadas
con las de Seychelles donde a pesar de que existe un plan de manejo es evidente la

necesidad de fortalecerlo.

En contraste, en Isla Holbox, Quintana Roo, a pesar de que existe una agregacion de
tiburén ballena muy grande y que hay muchos prestadores de servicios turisticos (130
embarcaciones con permisos de observacion en el 2008), el porcentaje total de cicatrices
debidas a embarcaciones del 2005 al 2008 ha fluctuado del 13% al 33% por afio. Estas
diferencias se deben principalmente a que en Isla Holbox desde el 2003 se han dado
capacitaciones a los prestadores servicios turisticos, se ha dado difusion a los cédigos de
conducta del plan de manejo y se realiza inspeccion y vigilancia por parte de la PROFEPA.
Speed et al. (2008) mencionan que los tiburones regresan a la zona independientemente de
las cicatrices que presenten por lo que los eventos que causan las cicatrices en si no afectan
la sobrevivencia ni los patrones de migracion. Sin embargo, Graham y Roberts (2007)
mencionan que disminuyé la abundancia de tiburones ballena en Belice quizas debido al

impacto de la actividad de turismo en la zona.
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A pesar de que el andlisis de cicatrices es una forma indirecta de medir el manejo
implementado en Isla Holbox y en la Bahia de la Paz durante la actividad de turismo, es
necesario ser cauteloso. Dado que el tiburén ballena es altamente migratorio (Eckert y
Stewart, 2001; Eckert et al., 2002; Norman, 2004; Rowat y Gore, 2007) es igualmente
posible que las cicatrices observadas pudieron haberse ocasionado en otro lugar de su
distribucion, especialmente en Isla Holbox, en La Bahia de la Paz, son pocos los
organismos y la mayoria se queda por tiempos prolongados, lo que permite monitorearlos
individualmente y se ha visto como llegan los tiburones sin cicatrices y durante la

temporada en la Bahia de la Paz son dafiados incluso varias veces.

En lo que respecta a cicatrices causadas por depredadores (mordidas) tanto en Isla Holbox
como en la Bahia de la Paz fue mucho menor (menos del 10%) a las reportadas para el
Océano Indico (entre 20 y 45%). Sin embargo, en Isla Holbox se han observado
depredadores en la zona durante temporada de avistamiento de tiburén ballena como el
tiburdn toro (Carcharhinus leucas) vy el tiburdn tigre (Galeocerdo cuvier). El bajo namero
de mordidas en estos tiburones en la Bahia de la Paz puede deberse que los tiburones
ballena juveniles se alimentan en aguas costeras de la Bahia de la Paz y de Bahia de los
Angeles donde tienen proteccion contra depredadores, y es donde pasan la mayor parte del
tiempo. Durante el periodo de estudio sélo se observé un tiburon mako (Isurus oxyrinchus)
de aproximadamente 3 m durante la temporada de agregacién en la Bahia de la Paz el 30 de
enero del 2010. Existen reportes de grandes depredadores en otros sitios del Golfo de
California, p. ej. tiburdn tigre y toro en el Parque Marino Cabo Pulmo, tiburon mako
alrededor de la Isla Espiritu Santo, en Bajo Gorda los tiburones antes mencionados y orcas
en diferentes partes del Golfo de California, incluso existe un reporte del atague de orcas a
un tiburén ballena afuera de Bahia de los Angeles (O’ Sullivan, 2000). Lo anterior resalta la
importancia que tienen ambas bahias para los tiburones ballena juveniles, siendo estas
localidades areas de alta productividad donde ademas de encontrar alimento (Clark y
Nelson, 1997; Nelson y Eckert, 2007; Garcia-Garcia, 2002; Ketchum, 2003; Hacohen,
2007) encuentran proteccion contra depredadores siendo areas de crianza secundaria

protegidas. Ademas de encontrarse tiburones ballena se encuentras otras especies
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alimentandose p. ej. ballenas jorobadas, manta gigante, mobulas, lobos marinos, delfines,

por lo que son sitios importantes para la conservacion.

Actualmente Bahia de los Angeles, Baja California es un area natural protegida (DOF,
2009) donde los prestadores de servicios turisticos realizan el monitoreo de la poblacion y
el plan de manejo se encuentra fortalecido teniendo la zona de agregacion de tiburdn
ballena delimitada con boyas e informando a los usuarios mediante folletos y mamparas
colocadas en los accesos marinos al ANP sobre los codigos de conducta para la
observacion y nado con la especie. El esfuerzo de proteccion en Bahia de los Angeles debe
fortalecerse en la Bahia de la Paz considerando que es la misma poblacién de tiburones

juveniles (Ramirez-Macias et al., 2007).

9. CONCLUSIONES

1. La variabilidad genética en las poblaciones de tiburon ballena analizadas con
microsatélites expresados en numero de alelos, heterocigosidad y riqueza alélica fue
baja y presento valores similares a otras especies de tiburones.

2. Se observé desviacion al equilibrio de Hardy-Weinberg en Holbox, el Golfo de
California, Mozambique y Filipinas, el analisis de los datos sugiere que se debe a un
efecto Wahlund.

3. Los valores de diferenciacion genética encontrados entre las poblaciones del
Atlantico, Pacifico e indico, fueron bajos pero significativos.

4. El tiburén ballena no esta constituido por una poblacion panmictica a lo largo de su
distribucion mundial, con la informacion disponible se detecté dos poblaciones
diferentes: 1) Isla Holbox en el Atlantico, 2) El Indo-Pacifico.

5. En el Indo-Pacifico se encontro una baja diferenciacion genética entre el Golfo de

California con respecto a Mozambique y Dijibouti.
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Se detect6 aislamiento por distancia, existiendo una diferenciacion genética entre
las localidades en relacion con las distancias geogréficas. Lo cual implica que las
localidades mas cercanas reciben un mayor numero de migrantes que las mas
alejadas.

La estructura de tallas y sexos en Isla Holbox es similar a la reportada en otras
localidades, siendo en su mayoria machos juveniles (6 m).

En el Golfo de California existe una segregacion latitudinal, acorde a su talla y
sexo. Encontrandose los individuos jovenes (< 8 m), en aguas costeras de la Bahia
de la Paz y de Bahia de los Angeles, siendo la mayoria machos; mientras que los
organismos adultos y hembras (> 9 metros) se distribuyen en aguas oceénicas del
Sur del Golfo.

Las agregaciones de aguas oceanicas del Sur del Golfo de California estuvieron
conformadas Unicamente por hembras prefiadas. Lo anterior sugiere que es un area
de crianza primaria.

Las agregaciones de juveniles en Bahia de la Paz y Bahia de los Angeles, estan
compuesta en su mayoria por individuos pequefios, con fidelidad al area. Lo que
sugiere que ambas Bahias son areas de crianza secundaria protegidas.

Los movimientos observados entre Bahia de los Angeles y Bahia de la Paz indican
que aproximadamente el 20% de los juveniles se mueven de un sitio a otro.

La abundancia en Isla Holbox es de 516-802 tiburones. Siendo este sitio la mayor
abundancia estimada en el mundo. La abundancia en el Golfo de California es de
396-509 tiburones, siendo similar a reportada en otras localidades; mientras que la
abundancia en la Bahia de la Paz es de 136-197, siendo mas baja a la reportada en
otras localidades con excepcion de Maldivas.

La abundancia anual en Isla Holbox puede variar de 70-105 a 211-260 tiburones
ballena. En la Bahia de la Paz y Bahia de los Angeles las agregaciones pueden ir de
pocos (8) individuos a 58-72 y 84-110 respectivamente. Siendo Isla Holbox el sitio
de mayor agregacion reportado en el mundo, mientras que en las Bahias del Golfo

de California hay baja abundancia.
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En todas las localidades el aumento o disminucién de los tiburones ballena en un
solo sitio, puede ser el reflejo de cambios en la distribucion de la poblacion en las
diferentes localidades de agregacion mas que cambios en la abundancia total de la
poblacion.

En Isla Holbox existe una estacionalidad predecible en las agregaciones de tiburon
ballena; mientras que en el Golfo de California, la presencia y abundancia ha
variado entre afios y localidades, presumiblemente debido a cambios en las
condiciones oceanograficas.

En Isla Holbox Del 20 al 22% de los tiburones ballena son afectados por las
embarcaciones. Mientras que en la Bahia de la Paz del 31 al 67% de los tiburones
ballena son afectados por las embarcaciones.

El bajo porcentaje de cicatrices causadas por depredadores en los tiburones
juveniles en la Bahia de la Paz confirma que esta zona es un &rea de proteccion
contra depredadores.

Aéreas de crianza primaria y secundaria son sitios importantes para la conservacion

de la especie, por lo que deben de generarse acciones para su conservacion.
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Abstract

In preparation for a study on population structure of the whale shark (Rhincodon typus),
nine species-specific polymorphic microsatellite DNA markers were developed. An initial
screening of 50 individuals from Holbox Island, Mexico found all nine loci to be polymorphic,
with two to 17 alleles observed per locus. Observed and expected heterozygosity per locus
ranged from 0.200 to 0.826 and from 0.213 to 0.857, respectively. Neither statistically significant
deviations from Hardy-Weinberg expectations nor statistically significant linkage dise-
quilibrium between loci were observed. These microsatellite loci appear suitable for
examining population structure, kinship assessment and other applications.

Keywords: genomic library, microsatellites, Rhincodon typus, Rhincodontidae, whale shark

Received 9 December 2007; revision accepted 25 February 2008

The whale shark (Rhincodon typus) has a circumtropical
distribution (Compagno 1984) and a K-selected life history
characterized by slow growth, late maturation, long inter-
pregnancy intervals and reduced population sizes (Colman
1997) making them susceptible to overexploitation (CITES
2002). Due to declining populations, they are listed as
Vulnerable on the World Conservation Union red list, are
included on México’s red list of endangered species, and
are listed in Appendix II of the Convention on International
Trade in Endangered Species (CITES, Norman 2000; CITES
2002; DOF 2002). As with all widely distributed at-risk
species, information on population structure and genetic

Correspondence: Ricardo Vazquez-Juarez, Fax: +52-612-125-3625;
E-mail: rvazquez04@cibnor.mx

diversity is needed to develop scientifically informed
recovery and conservation strategies. A variety of genetic
markers are available to examine genetic structure of popu-
lations; however, microsatellites have proven to be especially
useful in studying population level genetic variability in
managed organisms (e.g. Heist & Gold 1999).

A suite of nine microsatellite DNA markers were developed
using Glenn & Schable’s (2005) protocol. Total genomic
DNA was isolated from 20-50 mg of ethanol-preserved skin
tissue collected in a minimally invasive manner from three
individuals from Bahia de los Angeles, Gulf of California,
Meéxico in 2003 (Ramirez-Macias et al. 2007). A microsatellite-
enriched partial DNA library was developed using the
following mix of biotinylated oligos (Sigma-Genosys):
AC,,, AG,,, AAT,, ATGy GGAT,, ATCC,, AACC, and
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Table 1 Characteristics of nine Rhincodon typus microsatellite DNA loci: locus designation, GenBank Accession no., repeat motif, size range

of PCR products, number of alleles observed and primer sequences

GenBank Size range No. of
Locus Accession no. Repeat motif (bp) alleles Hg Hg Primer sequence (5"-3')
Rty_15 EU194373 (), ... (CA)sCT 427-467 11 0.523 0.604 F: CTGTCGCCTGTCAGATGTTG
(CB)g - (CB),, R: GGACTGGAAGCTGGTCTTTG
Rty 16  EU194372 (G)y; BAC(BG),, 235-277 17 0755 0857  F: ACGACCACTGGGCATTACAG
R: AAGGTTTAATATCCCTAGTTCAGACA
Rty_17 EU194371 (cn),, 221-237 4 0.500 0.497 F: AATCAAGGCATTGGTCAGTTG
R: TCCCTGTTTTTCAGGCATTT
Rty_18 EU194369 (A0)y5 197-207 3 0.380 0.373 F: CAAAAACGCAGACCCATGTA
R: CACCAATGAACTCTGCTGGA
Rty_21 EU194370 (A0);0 230-232 2 0.240 0.347 F: AAATCCAAACCCTCCCACTC
R: TTTGGGCCAGACCAAGTAAG
Rty_23 EU194368 (CB)g ... (CT)4(CR)y5 188-214 9 0.640 0.762 F: GEGTGACATTTTAGGTCCGACA
R: AAAGACACCTGTTGGTAGCAG
Rty_31 EU194367 (0:Xe) N 267-269 2 0.200 0.213 F: AACGGTGGTTGTCAGCTAGG
R: GTTTGGACCTTGGATGCAGT
Rty 37  EU194375 (CAT),CGT(CAT), 202-218 3 0.523 0.535  F: TCAGCCACACACTCATGGAT
R: CACCCATGGACTCACCTTG
Rty_38 EU194376 (CR),5 194-202 5 0.826 0.789 F: CGGGTCTACAGCAGGTGAAT

R: GACTCCAGACCCACAGCAAT

Hp, expected heterozygosity; H,, observed heterozygosity.

AAGC,. Final clone sequencing techniques employed a
direct sequencing technique whereby clones that were
putatively positive for microsatellite DNA inserts were
individually picked from solid culture media and added
to 20 uL of distilled water, lysed at 95 °C for 5 min, chilled,
then centrifuged at 4 °C, 1700 x g, for 30 min. ExoSAP-IT
(USB Corp.) was used to clean polymerase chain reaction
(PCR) products before sequencing on a CEQ 8000 DNA
Analyser (Beckman-Coulter, Inc.) using both forward and
reverse M13 primers (Promega Corp.). A total of 624 clones
were isolated, amplified, purified and sequenced. New primers
were designed using PRIMER 3 software (Rozen & Skaletsky
2000). PCR amplifications for fragment analysis were per-
formed in a 10-uL volume using Promega PCR Master Mix
(Promega Corp.), 0.4 uM forward primer, 0.8 LM reverse primer,
0.4 um dye-labelled M13 primer, and 20-40 ng of DNA
template. A touchdown thermocycling programme (Don
et al. 1991) performed in an MJ Research PTC-100 thermo-
cycler (Bio-Rad Laboratories) produced fragments analysed
using a CEQ 8000 DNA Analyser. Forty-two primer pairs were
developed and tested using DNA from 50 whale sharks
collected from the vicinity of Holbox Island, Yucatén, Mexico.
Polymorphic, high-quality PCR products were obtained for
nine primer pairs. The number of alleles perlocus, observed and
expected heterozygosities, deviations from Hardy-Weinberg
equilibrium, and linkage disequilibrium were estimated
using GENEPOP version 3.4 (Raymond & Rousset 1995).
Locus designation, GenBank Accession nos, repeat motifs,
PCR product sizes, number of alleles observed, observed

and expected heterozygosities, and primer sequences for
the nine microsatellite markers are listed in Table 1. The
number of alleles per locus ranged from two (Rty_21) to 17
(Rty_16). Observed heterozygosity among the loci ranged
from 0.200% to 0.826% with a mean of 0.510 and expected
heterozygosity ranged from 0.213 to 0.857 with a mean of
0.553. No statistically significant deviations from Hardy-
Weinberg expectations were observed following Bonferroni
correction (o =0.006), nor was linkage disequilibrium
observed (o = 0.0014) supporting the assumption that loci
are independent and are inherited in a simple Mendelian
fashion. These highly variable microsatellite loci therefore
appear suitable for population surveys, kinship assessment
and other such applications and will be utilized in ongoing
research aimed at identifying management units in this
species.
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Microsatellite markers for the hybridizing tiger
swallowtails, Papilio glaucus and P. canadensis, and their
applicability to historic specimens and congeneric species
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Abstract

We report the development of microsatellite markers for the sister species Papilio glaucus
and P. canadensis (Papilionidae: Lepidoptera). All 16 markers displayed a high degree of
variation in both species, ranging from eight to 24 alleles per locus. Substantial heterozygote
deficits were observed for several loci, indicating the presence of null alleles. All markers
were successfully used to genotype dried samples from a historical collection. Cross-species
amplification with six additional Papilio species showed that most loci can be used to study
genetic variation in other closely related species of tiger swallowtails.

Keywords: Canadian tiger swallowtail, Eastern tiger swallowtail, genetic markers, hybridization,

Lepidoptera, sister species
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Lepidoptera have played an important role in the fields of
ecology and evolution (Boggs et al. 2003), and their study
contributes significantly to our understanding of natural
selection (Papanicolaou et al. 2005) and speciation (see Mallet
2004; Mavarez et al. 2006). Despite their prominent status,
microsatellite markers are rarely used in this group (Zhang
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2004). A reason for this might be the rarity of short, repetitive
elements in lepidopteran genomes, combined with the
observation that a large proportion of microsatellites in this
group are clustered into families with highly similar flanking
regions (Zhang 2004).

Here we present 16 highly variable microsatellite markers
for the sibling tiger swallowtail species Papilio glaucus
(Eastern tiger swallowtail) and P. canadensis (Canadian tiger
swallowtail). These morphologically similar sister species
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