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RESUMEN

El tiburon martillo Sphyrna lewini es una especie sujeta a importantes niveles de
explotacion en el Pacifico Oriental. El conocimiento de sus niveles de diversidad y
divergencia genéticas asi como de los aspectos demogréaficos histéricos de sus
poblaciones en esta region, permitira formular estrategias adecuadas para su
conservacion y explotacion racional. En este estudio, se analizaron muestras
provenientes de siete localidades pesqueras del Pacifico mexicano y dos del Golfo de
México, mediante el andlisis de polimorfismos de conformacion de cadena sencilla
(SSCP’s, por sus siglas en inglés) de un fragmento de la region control mitocondrial y
de cinco loci de microsatélites. Se observd discrepancia entre los resultados del
andlisis de divergencia poblacional obtenidos mediante cada marcador, posiblemente
como efecto de las diferentes tasas mutacionales de cada uno. Los resultados
obtenidos mediante mtDNA, no mostraron divergencia poblacional histérica para las
localidades del Pacifico mexicano, sin embargo, se observd una clara y marcada
separacion historica entre cuencas oceanicas, que posiblemente sea reflejo de los
eventos de separacion entre localidades después del cierre del Istmo de Panama.
Asimismo, se observd un Unico haplotipo compartido entre ambas cuencas oceanicas,
presente como reminiscencia de flujo genético o co-ancestria entre regiones oceanicas
debido a colonizaciones previas al cierre del Istmo de Panama. Los andlisis de
demografia historica revelaron eventos de expansion espacial relacionados con
posibles ciclos glaciales-interglaciales hace aproximadamente 450 000 afos. Los
datos de microsatélites de la poblacién de Baja California presentaron una divergencia
significativa, lo cual no es efecto de un tamafio de muestra pequerio, ya que el andlisis
de rarefaccion no muestra diferencias significativas. La divergencia entre las
localidades de Sinaloa y Nayarit con Baja California Sur, podrian ser resultado de un
menor flujo genético entre estas poblaciones por tener una distribucién relacionada a
zonas de transicién oceanografica. Se sugiere que la divergencia de las localidades
centrales del Pacifico mexicano debe ser considerada dentro de la administracion

pesquera y en las politicas de conservacion de la especie en la region.
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ABSTRACT

The hammerhead shark, (Sphyrna lewini) is a species under a significant level of
exploitation in the Eastern Pacific. Knowledge of levels of genetic diversity and
divergence as well as the historical demography of their populations in this region
might allow the development of appropriate strategies for exploitation. This study
analyzed seven fishing locations in the Mexican Pacific and two in the Gulf of Mexico,
using the single strand conformation polymorphism (SSCP) of a fragment of the
mitochondrial control region and five microsatellite |oci. There were discrepancies on
the results of population divergence obtained by each marker, possibly as a result of
different mutation rates. The results with mtDNA, showed historic population
divergence of the Mexican Pacific but there is clear and strong historical separation
between oceans, which possibly reflects the separation between locations events after
closure of the Isthmus of Panama. Also, it was observed a single haplotype shared
between the two oceans, present as a reminiscent of gene flow between ocean regions
due to colonization prior to the closure of the Isthmus of Panama or as a result of inter-
oceanic dispersal. The historical demography analysis revealed spatial expansion
events related to possible glacial-interglacial cycles around 450 000 years ago. The
microsatellite data showed a significant deviation of the population of Baja California,
which is not effect of a sample size small, already that analysis of rarefaction not
sample significant differences. Difference between the Sinaloa and Nayarit locations
with southern Baja California may be a result of lower gene flow within these
populations, which may be related to the distribution of these populations in ocean
transition zones. It is suggested that the divergence of the central Mexican Pacific
locations should be considered for future fisheries management and conservation of

the species inthe region.
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INTRODUCCION

Los estudios de genética poblacional permiten relacionar la influencia de
eventos geoldgicos y evolutivos en las condiciones actuales de divergencia de las
poblaciones. En el ambiente marino los cambios en las caracteristicas fisicoquimicas
de las masas de agua y corrientes oceanicas, pueden limitar el desplazamiento de los
organismos acuaticos, que aunado a las caracteristicas bioldgicas de cada especie
(e.g. el grado de dispersion, limites de distribucién, periodos de reproducciéon y
comportamientos filopatricos), favorecer procesos de diferenciacion poblacional.

Dado que el éxito de las pesquerias, radica en establecer los limites de captura
adecuados para cada especie explotada, permitiendo la conservacion del recurso sin
alterar las caracteristicas propias de diversidad genética. Asi como evitar que se altere
la dinamica propia de las poblaciones bajo explotacién. Los estudios de genética
poblacional producen el conocimiento clave para mantener una produccion pesquera
estable, y permitir el disefio y la planeacion de estrategias para la sustentabilidad y

conservacion de las especies de importancia en la industria pesquera.

LA GENETICA POBLACIONAL

La conservacion de las especies y su explotacion sostenible tanto de aquellas
que se encuentran ampliamente explotadas, como de las que significan un importante
reservorio natural en el aspecto ecoldgico, tiene como punto de partida el analisis de la
genética poblacional. Los analisis genéticos poblacionales permiten identificar el
nimero de unidades de manejo, dentro de la administracién pesquera de las especies
dentro de su distribucién (Palsbgll et al., 2007, Ovenden et al., 2009).

También este tipo de estudios pueden identificar los grupos de poblaciones que
representan una parte significativa de la herencia evolutiva de la especie, conocidas
como Unidades Evolutivamente Significativas (por sus siglas en ingles “Evolutionarily
Significant Units”, ESUs, Ryder, 1986), que puede tener un estado de conservacion

mayor que otras poblaciones. (Moritz, 1994).
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La importancia de la variacion genética en las poblaciones es proporcionar
plasticidad a la poblacion para mantenerse estable bajo condiciones cambiantes en el
ambiente en el que se desarrolla. Las variantes genéticas con mayor eficacia biolégica
proporcionan una mayor adecuacion a las poblaciones permitiéndoles superar los
cambios drasticos que afectan directamente la dinamica de la poblacion. Asimismo,
una menor variacion genética en las poblaciones puede ser causada, por procesos
como la deriva génica, y los cuellos de botella (Hedrick, 2000).

Por otro lado, la pesqueria puede ser considerada como un factor de
decremento de variacion genética, se considera de manera similar al efecto de
seleccién depuradora (negativa), pues las capturas se encuentran dirigidas a tallas y
edades especfificas que originan una eliminacion continua de variantes genéticas.
Estas variantes no seran heredadas a las siguientes generaciones, disminuyendo
progresivamente la diversidad tanto a través de esta seleccion, como por efecto de la
deriva génica (Palumbi, 2004; Palumbi y Hedgecock, 2005).

Las fuerzas evolutivas que han actuado a lo largo de la historia de una especie,
pueden verse reflejadas en algunos rasgos genéticos como en los cambios en la
variacion genética, en los procesos de divergencia resultantes, asi como en cambios
en los tamafos efectivos poblacionales. El conocimiento de estos procesos es un
elemento valioso para entender los eventos de su evolucién, por lo que son de gran
interés en el area de la genética poblacional, asi como de la filogeografia.

Las técnicas moleculares son un elemento clave en estudios de genética de
poblaciones. Los marcadores mas empleados en estudios de poblaciones se
encuentran el mtDNA. Sin embargo, el empleo de marcadores nucleares se ha
incrementado significativamente (Carvalho y Hauser, 1998; Lui y Cordes, 2004), asi
como el uso de la secuencia masiva de organismos, también conocida como
metagendémica que ha sido utilizada en estudios principalmente de microbiologia y
para la determinacion de especies de comunidades microbianas e invertebrados
coexistentes en un mismo habitar (Sleator et al., 2008).

El uso de la informacién generada por éstos y otros marcadores mitocondriales
y nucleares son de gran ayuda en los estudios de genética poblacional y

filogeograficos, ya que integran informacion de regiones genéticas con diferentes
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tasas evolutivas, lo que permite entender con mayor claridad las historia de vida de los
organismos Yy las condiciones actuales de sus poblaciones.

Las técnicas moleculares mas utilizadas en los inicios de los estudios de
genética poblacional fueron los RFLP’s (Restriction Fragment Length Polymorphism,
Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion), AFLP’s (Amplified Fragment
Length Polymorphism, Polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados) y los
RAPD’s (Random Amplified Polymorphic DNA, Amplificacion aleatoria de DNA
polimérfico). Sin embargo, a lo largo del tiempo las nuevas metodologias moleculares,
permitieron el desarrollo de otras técnicas como los SSCP’s (Single-strand
conformation polymorphism, Polimorfismo de conformacién de cadenas sencilla) los
SNP’s (Single Nucleotide Polymorphism, Polimorfismo de un nucleétido) y VNTR's
(Variable Number Tandem Repeat, Repeticiones en tAndem de numero variable),
también conocidos como minisatélites y microsatélites, asi como el analisis de
secuencias nucleotidicas tanto de marcadores mitocondriales como nucleares.

Por dltimo y mas recientemente, el uso de microarreglos y de la secuenciacion
masiva de organismos, han generado gran interés tanto clinicas como dentro de la
ecologia y conservacion de habitats. Por lo que todas estas técnicas han venido a
generar una gran cantidad de informacién sobre la diversidad, divergencia poblacional
y procesos evolutivos de especies tanto de importancia ecoldgica, como de aquellas
altamente explotadas.

La técnica de SSCP’s detecta estructuras secundarias en el DNA de cadena
sencilla, para la evaluacion de polimorfismos en diferentes marcadores o fragmentos
especificos (Orita et al., 1989). Esta técnica permite evaluar la variacién intra e
interpoblacional y tienen la ventaja de proporcionar datos de haplotipos y secuencias
permitiendo realizar estudios con gran resolucién (Orita et al., 1989; Lessa y
Applebaum, 1993). Por otra parte el estudio de las secuencias de DNA permite no sé6lo
evaluar la variacion nucleotidica y determinar la estructura genética de las
poblaciones, sino también proporciona una gama muy amplia de informacién como
tamafios poblacionales, diferenciacion sexual de desplazamiento en el caso de usar
marcadores mitocondriales y evaluacion de tasas de mutacion, entre otras (Sunnucks
et al., 2000).
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Los microsatélites son marcadores actualmente muy empleados en estudios de
genética poblacional, ya que su alta tasa de polimorfismo debida a su elevada tasa de
mutacion (Zhang y Hewitt, 2003), permite obtener mayor informacion de las
poblaciones y de los niveles de diversidad y divergencias entre éstas. Aunque se ha
afirmado que existen algunas desventajas en el uso de microsatélites para el analisis
de genética poblacional como la presencia de homoplasias (Goldstein y Scholetterer,
1999), se ha demostrado que ello no representa un problema significativo en estudios
poblacionales tipicos (Estoup y Cornuet, 1999), donde los niveles de variacion
compensan los efectos de la evolucibn por homoplasia. Sin embargo, el efecto
causado por el tamafio de los alelos en poblaciones con altas tasas de mutacion y
tamarfos efectivos poblacionales grandes, es importante. (Estoup et al., 2002). En los
casos de presencia de alelos nulos, se han propuesto modelos de correccion de datos
para evitar una sobreestimacion de estos factores, la cual se presenta con frecuencia
en los analisis de poblaciones con divergencia y tamafio poblacional con altas tasas

de mutacion en las regiones adyacentes (Chapuis y Estoup, 2007).

LA FILOGEOGRAFIA

La filogeografia se considera como el punto de unidn entre la microevolucién
que comprende la genética poblacional, esto es, la variacion de la frecuencia de los
alelos dentro de las poblaciones, con la macroevolucion que abarca las diferencias
fijas entre especies y taxones de rango mayor (Figura 1, Hickerson et al., 2010,
Jablosnki, 2000). Al integrar conceptos de estas dos grandes areas de estudio, surge
una visién con la que se entienden las relaciones entre coancestria y el flujo genético
en el espacio.

La filogeografia es definida como la relacion entre los patrones que pueden
presentar las genealogias intraespecificas y los patrones geograficos de distribucién
de los organismos, o expresado de otra forma, es el estudio de las relacién de los
principios y procesos que determinan la distribucién geogréfica de los linajes de genes
gue se encuentran cercanamente relacionados dentro y entre especies (Avise, 2000;
2004).
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Los estudios filogeograficos se han basado principalmente en secuencias de
MtDNA por su alta tasa mutacional, por no recombinar y por ser de herencia materna
(Lanteri y Confalonieri, 2003). Las diferencias o variantes encontradas en los
haplotipos de las secuencias de mtDNA, registran la historia de eventos mutacionales
en una historia matrilineal, lo que puede reflejarse en la estructura filogenética en un
arbol de genes o dendrograma (Avise, 2000; 2008).

Disciplinas microevolutivas

—— i —

EtoIoEj_ié Demografia < = Genéticade
poblaciones
M
i
\[, \L’
Filogeografia Genética molecular
i i
| |
T
Geografia <=———=  Paleontologia S Biologia
histérica filogenética

Disciplinas macroevolutivas

Figura 1. La filogeografia como punto de unién entre la micro y macro ewlucién, tomado de Vazquez-
Dominguez (2007).

Sin embargo, se ha observado que el uso de mtDNA representa el andlisis de
un solo locus que puede encontrarse ligado a seleccion. En el caso de los marcadores
nucleares empleados para andlisis filogeograficos, pueden presentar algunas
problematicas de interpretacion relacionadas con la caracteristica recombinante y la
posibilidad de que cada locus presente una historia evolutiva independiente. Por lo
que cada vez, es mas empleado el uso combinado y comparativo de genealogias
obtenidas por datos de marcadores mtDNA y nucleares (Dominguez-Dominguez y
Vazquez-Dominguez, 2009).

Los andlisis filogenéticos al realizarse mediante estos dos tipos de marcadores,
permite observar la congruencia de las genealogias obtenidas entre ellos, que debe
corresponder mas a la filogenia real de la especie y no del gen, e igualmente el
andlisis realizado en dos especies que comparten una distribuciéon, lo que permite

evaluar la congruencia entre sus patrones filogeogréaficos (Avise, 2000; 2008).
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EL TIBURON MARTILLO

Taxonomiay sistematica

Los tiburones son un grupo faunistico sumamente antiguo datados de
aproximadamente 423 millones de afios (Ferretti et al., 2010), con relativamente pocos
cambios a través de su historia. Se conocen alrededor de 400 especies de tiburones
vivientes, pero solo algunas de éstas tienen importancia comercial.

Las 400 especies de tiburones descritas se componen en 8 érdenes, 30 familias
y 100 géneros que viven actualmente en todos los mares del mundo (Compagno,
1988). EIl tibur6n S. lewini o tiburon martillo se incluyen dentro de la familia
Sphyrnidae, la cual pertenece al orden de los Carcharhiniformes mismo que cuenta
con el mayor nimero de familias y especies de los tiburones dentro del Phylum
Chordata.

La familia Sphyrnidae, se conforma de un solo género denominado Sphyrna
Gill, 1872, el cual se caracteriza por tener la cabeza en forma de martillo. Este género
comprende dos subgéneros: Eusphyrna y Sphyrna. Eusphyrna se encuentra
compuesto de una sola especie (E. blochii) que presenta la parte cefalica en forma de
tubo y muy angulosa, mientras que el subgénero Sphyrna se caracteriza por presentar
la parte cefalica mas plana y con mayor curvatura en la parte frontal del morro.

El subgénero Sphyrna estd compuesto por 8 especies: Sphyrna tiburo, Sphyrna
tudes, Sphyrna corona, Sphyrna media, Sphyrna mokarran, Sphyrna zigaena, Sphyrna

couardi y Sphyrna lewini (Figura 2; Compagno, 1984).
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Sphyrna tiburo Sphyrna tudes Sphyrna corona Sphyrna media

N\

Sphyma mokarran Sphyra zigaena Sphyma couardi Sphyma lewini

Figura 2. Caracteristicas cefalicas distintivas del subgénero Sphyrna.

El tibur6n Sphyrna lewini presenta la caracteristica distintiva de la parte cefalica
dividida por una hendidura cefalica central originando dos I6bulos frontales que se
encuentran visiblemente divididos, ademas de presentar la curvatura frontal poco
marcada, lo que la distingue de las otras especies. Esta especie es comunmente
llamada tiburén martillo y en algunas localidades de regiones del Pacifico se conoce
como “cornuda prieta” (SAGARPA, 2001).

Clase: Elasmobranchimorphi
Subclase: Chondrichthyes
Infraclase: Elasmobranchii
Superorden: Euselachii
Orden: Carcharhiniformes
Familia: Sphyrnidae
Género: Sphyrna
Especie: S. lewini
Griffith y Smith, 1834.
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S. lewini se caracteriza por presentar el origen de la primera aleta dorsal se
encuentra por delante de la insercion de las aletas pectorales, la segunda aleta dorsal
es pequefia y menor que la altura de la anal, el borde posterior mas recto que
concavo; las aletas pélvicas con bordes posteriores estrechos y apenas concavos. La
aleta anal, es mas larga que la segunda dorsal, el origen se encuentra por delante de
la segunda dorsal y la base es el 4.3 al 6.4% del largo total (Figura 3).

Hendidura Central

Bordes Posteriores Rectos

Figura 3. Tibur6n martillo (S. lewini, Griffith y Smith, 1834).

Los organismos de esta especie presentan una coloracion gris marron a café en
la parte dorsal y en los flancos, las puntas pectorales son obscuras a negras y la parte
ventral es blanca (Compagno, 1984; Carrera, 1991). Se han observado organismos
adultos de hasta 420 cm. de longitud total (LT) como méximo, sin embargo, las tallas
mas comunes son de alrededor de 300 cm. de LT (Compagno, 1984; Cervigon et al.,
1992), siendo para machos entre de 295 a 301 cm., y para hembras de los 309 a 331
cm. de LT (INP, 1996; Chen et al., 1990).

Distribucién

Los tiburones S. lewini generalmente se encuentran en aguas tropicales, asi
como en aguas profundas adyacentes a la plataforma continental. Se pueden
encontrar cerca de islas o de regiones costeras. Habitan zonas pelagicas, costeras y
en algunas ocasiones regiones semi-oceanicas, se les puede encontrar con mayor
frecuencia en aguas superficiales, aunque llega a profundidades de 275 m a 980 m.

(Smith, 1997; Jorgensen et al., 2009). Son considerados organismos cosmopolitas que
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se distribuyen principalmente en regiones tropicales y subtropicales desde los 46° N a
los 36° S (Figura 4).
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Figura 4. Distribucién geografica de S. lewini, tomada de Fishbase

(http://www.fishbase.org/summary/SpeciesSummary.php?id=912&lang=English).

Se han encontrado organismos de S. lewini en la regién occidental del Atlantico,
desde Nueva Jersey hasta la parte sur de Brasil, incluyendo la regién del Caribe y
Golfo de México, mientras que en el este se le ha registrado en todo el Mar
Mediterraneo hasta Namibia. En el Pacifico en la zona del Indo-oeste, se reporta
desde el Sur de Africa, el Mar Rojo y el Océano Indico hasta Pakistan y en toda la
region de islas asiaticas, asi como desde Japon hasta Australia. En la zona del
Pacifico Central se distribuyen en las costas de Hawai y Tahiti, mientras que en el

Pacifico Este, se encuentran desde California y Golfo de California hasta el Ecuador.

Biologia y etologia

La reproduccién de S. lewini es vivipara con saco vitelino y con periodos de
gestacion de 10 meses. Las hembras pueden llegar a tener de 10 a 48 embriones por
prefiez, dependiendo de la longitud total de cada hembra (Compagno, 1984; Anislado-

Tolentino y Robinson-Mendoza, 2001). Se alimenta principalmente de peces como

-11 -
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Sardinops caeroleus, Scomber japonicus, Synodus evermanni y Engraulis mordax, asi
como de algunos cefaldpodos como: Dosidicus gigas, Stenoteuthis oualaniensis,
Abralopsis affinis, Abralopsis falco y Onychotheuthis banksii (Aguilar-Castro, 2003).

La proporcion de sexos suele ser de 1:1.6 (machos: hembras), sin embargo, en
las costas de Michoacén se ha registrado una proporcion de 1:1.2 (Compagno, 1984;
Carrera, 1991; Anislado-Tolentino y Robinson-Mendoza 2001). Las tallas de primera
madurez sexual para machos esta entre los 140 y 174 cm. de LT y para hembras
alrededor de los 199 a 213 cm. (Compagno, 1984; Anislado-Tolentino y Robinson-
Mendoza, 2001).

Los juveniles de S. lewini suelen encontrarse cerca de la costa agrupados por
cohortes, mientras que en etapa adulta se llegan a ver solitarios, en parejas (Cervigon
et al., 1992) o en grupos (Compagno, 1984; Compango, 1998). Se ha sugerido que la
segregacion por cohortes de edad y sexo en estos organismos favorece la maduracion
y crecimiento rapido de las hembras, sin que exista competencia por alimento debido a
que las hembras requieren de un mayor gasto energético que los machos, por lo que
se puede observar a los machos solitarios y rara vez en agrupamientos de hembras
(Klimley, 2003).

Los agrupamientos de tiburones jovenes en zonas determinadas se conocen
como guarderias y pueden representar una ventaja selectiva de alimentacion y
reproduccion, ya que se cree que el agrupamiento de organismos de ciertas edades
en zonas de alta productividad asegura una mayor sobrevivencia de los neonatos de
la especie (Keeney et al., 2005).

Se han registrado migraciones de grandes cardimenes hacia latitudes altas
durante el verano en el sureste de Africa (Compagno, 1984), y asimismo, se ha
registrado una gran abundancia de estos organismos en el Golfo de California durante
el verano, lo que ha sido atribuido a la presencia de alimento en la zona (Klimley et al.,
2005). En el Pacfifico se ha observado el desplazamiento anual de tiburones martillo
los cuales son afectados por la temperatura de las corrientes ocednicas,
desplazandose hasta latitudes templadas en épocas de verano, donde las aguas van
de célidas a templadas y retornan a regiones locales o calidas en periodos de invierno.

Lo anterior sugiere un efecto filopatrico para esta especie (Klimley, 2003), como se ha

-12 -
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observado en algunas otras especies de tiburones (Hueter y Manire, 1994). Sin
embargo, no se conoce un patrén especifico de migracion de esta especie en el
Paciffico.

Es posible que el fendbmeno de filopatria esté presente en las poblaciones de S.
lewini en el Pacffico mexicano por sus caracteristicas biolégicas y etolégicas y por las
evidencias genéticas de algunas de las poblaciones que se han estudiado. La
presencia de sitios particulares de alimentacion, reproduccion y sitios denominados
guarderias, donde con frecuencia se observa la agrupacién de cohortes por edad
(Duncan y Holland, 2006), son un elemento clave que propiciaria la filopatria en S.

lewini.

Aspectos evolutivos y ecoldgicos

El género Sphyrna es de los géneros mas recientes segun algunas filogenias
realizadas mediante diversos marcadores en tiburones, tanto taxonémicos como
moleculares, ubicando el origen de este género en aproximadamente 10 a 16 millones
de afos, mientras que el origen aproximado del surgimiento de la especie S. lewini se
estima en hace aproximadamente 7 millones de afios (Martin et al., 1992; Martin,
1995; Lim et al., 2010).

S. lewini tiene gran importancia dentro de los ecosistemas marinos costeros, ya
que al pertenecer al ultimo nivel de la cadena tréfica, interviene en el balance
ecoldgico de los océanos, puesto que regula las poblaciones de otros organismos de
menor tamafo, particularmente de peces pelagicos y calamares.

El tiburon martillo al presentar una longevidad de aproximadamente 25 afios,
genera un equilibrio permanente en su area de distribucion. Sin embargo, el alto grado
de explotacién que comienza a sufrir, puede generar un desequilibrio importante en los

ecosistemas marinos costeros donde se distribuye.

-13 -
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LA PESQUERIA DEL TIBURON

Globalmente existe una alta diversidad de organismos con importancia
comercial que la FAO ha ubicado en nueve grandes grupos de pesquerias, dentro de

las cuales se encuentran (Figura 5).
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5% 11%

Figura 5. Principales grupos pesqueros a nivel mundial considerados por la FAO. Datos tomados de las

bases estadisticas 2008 de la FAO, por wlumenes de captura total en toneladas (www.fao.orqg).

Los elasmobranquios o peces cartilaginosos —tiburones, rayas y quimeras
agrupan cerca de 1,000 especies, algunas no descritas aun. Dentro de este gran
nimero de especies aproximadamente 400 corresponden a tiburones. Este grupo de
organismos ocupa una amplia variedad de ambientes, desde regiones polares hasta
tropicales, encontrdndose tanto en zonas costeras como oceanicas, y en aguas
someras como profundas. En México se encuentran mas de 200 especies de las
cuales unicamente se han registrado alrededor de 50 en la pesca comercial, siendo 12
las mas capturadas.

La pesqueria de los elasmobranquios tiene sus inicios a finales de la década de
1920, y uno de los periodos mas importantes de captura ocurri6 durante la segunda

guerra mundial. De estos organismos se extraian altos niveles de Vitamina “A” pero
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una vez que se logré sintetizar, la pesqueria disminuyd aunque no perdié su
importancia en la produccién pesquera.

La pesqueria de elasmobranquios, se encuentra dentro de las primeras 15
pesquerias a nivel mundial con un promedio aproximado de 695,000 toneladas de
captura anual en los afios 1990°s. La produccion pesquera de este grupo se ha
incrementado significativamente en los dltimos diez afios, alcanzando su maxima
produccion de 900,000 toneladas en 2003. Sin embargo, se observd un ligero
decremento en 2006 con una produccion de 750,000 toneladas. Esta pesqueria se
encuentra conformada por una gran diversidad de organismos como son tiburones,
rayas y quimeras. Sin embargo, mas del 50% de su produccién se encuentra
representada por los tiburones, con producciones anuales de hasta 500,000 toneladas
(Figura 6).
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Figura 6. Serie de captura mundial de elasmobranquios (Tiburones, Rayas y Quimeras) y de Tiburones

(1950-2009), datos tomados de bases estadisticas de la FAO (www.fao.org ).

Gran parte de las especies de tiburones de importancia pesquera, pertenecen al
orden de los Carcharhiniformes que contiene el mayor nimero de especies de
tiburones, y dentro del cual se encuentra la familia Sphyrnidae que cuenta con
especies de importancia comercial. Los Sphyrnidae representan un recurso que ha

incrementado su produccién en los ditimos diez afios (Figura 7), principalmente
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Sphyrna lewini, especie que en 1999 era considerada por la FAO (1999) como una
especie dentro de la categoria de recurso con alto nivel de explotacion. Actualmente
esta especie esta integrada a la lista roja de especies bajo amenaza (en A2bd+4bd;
JUCN, 2010), lo que implica que a pesar de ser una especie con caracteristicas
biolégicas que podrian permitir un equilibrio en las poblaciones explotadas, las

estrategias administrativas para esta especie no han sido las adecuadas.
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Figura 7. Serie historica de la produccion de Sphyrnidae (1991-2008), datos tomados de bases

estadisticas de la FAO (www.fao.org ).

Gracias a que México cuenta con aproximadamente 11,122 Km. de litoral
maritimo, la productividad pesquera juega un papel importante en la economia
nacional. Dentro de las principales pesquerias nacionales se encuentra el grupo de los
tiburones, los cuales se ubican dentro de las 10 principales pesquerias a nivel
nacional, con aproximadamente 20,000 a 36,000 toneladas de captura anual

(www.sepesca.gob.mx). Estos niveles de produccién se han visto disminuidos en los

aitimos afios (Figura 8), y es por ello que se ha centrado la atencion en mejorar y
aumentar la captura por especie, asi como en incrementar la cantidad de estudios
sobre estos organismos, en diversas areas del conocimiento para proporcionar la
informacién requerida a las instituciones encargadas de generar planes de

administracion pesquera y conservacion del recurso.
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Figura 8. Serie histérica nacional de captura de tiburén y cazén (1992-2010), datos tomados de
Anuarios estadistico de acuacultura y pesca

http://www.conapesca.sagarpa.gob.mx/wb/cona/anuario_2009 capitulo_i_preliminar).

El tibur6n martillo y su pesqueria

Se ha mencionado la importancia de S. lewini como una especie con grandes
volimenes de produccion pesquera nacional, principalmente en regiones del Pacifico
como el Golfo de Tehuantepec, donde se registra una pesqueria soportada por
unicamente dos especies, C. falcifomis y S. lewini (Soriano-Velasquez et al., 2001).
Asimismo, en la regién del Golfo de Baja California (Marquez-Farias, 2001; Corro-
Espinosa, 1997), en el litoral occidental de Baja California y en la regién de Jalisco,
Colima y Manzanillo, S. lewini es una de las especies de tiburones de mayor
importancia comercial (Santana-Hernandez, 1997; Mendizabal et al., 2001).

También en la region del Golfo de México esta especie es de gran importancia
pesquera (Zarate-Borrego, 1996). Los wolimenes de captura por especie
determinados por la FAO a nivel mundial para S. lewini, s6lo han sido determinados en
los Ultimos 20 afios por la colaboracion de algunos paises y muestran una tendencia al
incremento en la produccion pesquera de esta especie. Los registros obtenidos

Unicamente para esta especie, se encuentran representados por un nimero reducido
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de pesquerias nacionales, ya que sélo se cuentan con registros de los Ultimos 7 afios

donde se pueden observar condiciones estables de captura (Figura 9).
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Figura 9. Serie de captura de la familia Sphyrnidae a nivel mundial y nacional y de la captura de S.
lewini a nivel mundial, datos tomados de la FAO. (http://www.fao.org/fishery/species/2028/en). Nota: los
datos observados en la grafica son Gnicamente de algunas pesquerias a nivel mundial y los valores de

produccion se encuentran en escala logaritmica.

GENETICA POBLACIONAL DE LOS TIBURONES

Las investigaciones realizadas en tiburones han proporcionado informacion
relevante para entender mejor algunas caracteristicas, asi como eventos y procesos
evolutivos e interacciones con otras especies. Sin embargo, la mayor cantidad de
estudios corresponden a trabajos enfocados a conocer y comprender sus aspectos
biolégicos (edad y crecimiento, reproduccion y alimentacién) vy fisioldgicos
(mecanismos de complejos de histocompatibilidad), con la finalidad de ser utilizados
en la industria pesquera y farmacéutica. Mientras que en menor proporcion se han
realizado estudios de caracter genético y evolutivo.

Los estudios genéticos realizados en tiburones se han enfocado principalmente
en aquellas especies de importancia en la industria pesquera (Feldheim et al., 2001;

Lewallen et al.,, 2007; Pereyra et al., 2010), empleando diversas técnicas para la
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evaluacion de diversidad genética y determinacion de estructura poblacional. Se ha
observado que a pesar de que los tiburones son un grupo con una gran diversidad de
especies, sus niveles de variacion genética son bajos respecto a otros organismos
marinos.

Martin et al., (1992) reportaron una baja tasa mutacional en tiburones (siete
veces menor a la de mamiferos). Esto en las poblaciones puede implicar niveles bajos
de diversidad, que aunado a una madurez tardia y una explotacion de tallas juveniles,
puede originar el colapso pesquero de algunas especie de tiburones (Musick et al.,
2000). Estas caracteristicas genéticas pueden tener un fuerte impacto en la poblacion
de estos organismo, pues los efectos de la sobre pesca, pueden reducir drasticamente
la variabilidad poblacional mediante la eliminacién de genotipos y cohortes particulares
(Stevens et al., 2000; Dulvy y Reynolds 2002). Sin embargo a pesar de los reportes de
bajas tasas de mutacion en tiburones, se considera que en las condiciones actuales,
de algunas especies no se encuentran en peligro, mientras que otras con
caracteristicas biologicas wulnerables a la sobreexplotacion, requieren una
administracion mas cuidadosa (Musick et al., 2000 a; 2000 b; Cochrane, 2002).

La composicion de los volimenes de las capturas de tiburones es de gran
importancia para la industria pesquera. Por ello, algunos de los estudios genéticos
realizados en este grupo, han tenido como propdésito la identificacion de las especies
mediante marcadores genéticos, debido a que algunas especies presentan estrecha
similitud morfolégica. Se han empleado marcadores aloenzimaticos, que permiten un
grado aceptable de discriminacion de especies, de forma rapida, sencilla y a un bajo
costo. Algunos marcadores mitocondriales como el citocromo b, han sido empleados
mediante la técnica de RFLP’s para la comparacion entre algunas especies del género
Carcharhinus de la costa del Atlantico, ya que permite una identificacion entre
especies de tiburones con mayor grado de certidumbre (Heist y Gold, 1999). También
se ha empleado la técnica de PCR multiplex de regiones ribosémicas para la
diferenciacion de Carcharhinus plumbeus y Carcharhinus obesus (Pank et al., 2001) y
de regiones mitocondriales parciales del gen COI para identificar Rhizoprionodon
lalandii y Rhizoprionodon porosus las cuales son muy similares morfolégicas
(Mendonga et al., 2009).
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Existen algunos estudios de genética poblacional en tiburones donde no se ha
encontrado estructura poblacional con diversas técnicas como el uso de los AFLP
empleados para evaluar el aislamiento poblacional y la diversidad genética en
Carcharias taurus en Australia, donde se encontraron nivelas bajos de diversidad y un
aislamiento de las poblaciones del oriente (Stow et al., 2006). Los RAPD han revelado
ser Utiles en la identificacion de especies como el caso de dos especies de rayas,
Dasyatis americana y D. controura las cuales presentaban una problemética de
identidad dentro del género Dasyatis, (Farias et al., 2012).

Otros casos de estructura poblacional es el caso de Carcharhinus Sorrah y
Carcharhinus Tilstoni que no muestran diferencias significativas en las frecuencias
alélicas, en un estudio de aloenzimas realizado en la region norte de Australia (Lavery
y Shaklee, 1989). En otros estudios realizados con diferentes marcadores (Heist et al.,
1995; 1996a) en los que se realizaron andlisis de aloenzimas y DNA mitocondrial
(mtDNA) de C. Plumbeus y Rhizoprionodon terranovae del Atlantico y del Golfo de
México, tampoco se encontraron diferencias significativas en la distribucion de la
frecuencia de los alelos, ni entre los haplotipos analizados. Sin embargo, existen otros
estudios en los que se ha encontrado estructura poblacional de algunas especies de
tiburones como Isurus oxirhincus, Squatina californica, Mustelus antarcticus y Sphyrna
lewini (Heist et al., 1996b; Gaida, 1997; Ward y Gardner, 1997; Feldheim et al., 2001;
Duncan et al.,, 2006; Nance et al., 2011), mediante diversos marcadores, desde
aloenzimas, hasta mtDNA y microsatélites.

Los estudios genéticos poblacionales realizados en tiburones se han
incrementado paulatinamente gracias a nuevas metodologias desarrolladas para la
determinacion y evaluacion de la variacion y de la estructura poblacional con mayor
grado de certidumbre. Asimismo, estos estudios se han enriqguecido mediante la
adicion de andlisis de caracter ecolégico como evolutivo (Duncan et al., 2006; Schultz
et al., 2008), lo que amplia el marco de conocimiento de las condiciones tanto actuales
como ancestrales de las poblaciones. Tal es el caso del estudio en Mustelus schmitti
especie de importancia ecoldgica, donde se evalud la diversidad y estructura genética
mediante secuencias de mtDNA, en las costas de Uruguay (Pereyra et al., 2010) y el

trabajo de Nance et al., (2011) para evaluar la estructura poblacional global en S.
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lewini, bajo el punto de vista de los procesos demogréaficos, entre otros muchos
estudios que se han realizado en otras especies de tiburones mediante este tipo de

técnicas y marcadores.

ASPECTOS OCEANOGRAFICOS DEL AREA DE ESTUDIO

Las caracteristicas oceanograficas como los cambios de temperatura y
salinidad en las aguas superficiales pueden determinar el establecimiento de los
organismos y modificar su desplazamiento, funcionando como Dbarreras
oceanograficas que pueden alterar la dinamica de las poblaciones a lo largo del
tiempo, dando como resultado procesos de diferenciacidén o estructuracion poblacional
(Heather et al., 2006; Grant, 2006; Fontaine et al., 2007).

Algunos peces pelagicos y mamiferos marinos con afinidad a zonas costeras,
presentan divergencia poblacional que esta relacionada con los patrones de corrientes
oceanograficas (Fontaine et al., 2007). La distribucion de S. lewini en el area de
estudio podria presentar una mayor divergencia poblacional en el Pacifico mexicano
gue en el Golfo de México, dadas las caracteristicas de cada cuenca oceanica.

El Pacffico mexicano tiene caracteristicas oceanograficas heterogéneas muy
particulares, debido a los patrones de corrientes temporales bien identificados, que
pueden favorecer o limitar el desplazamiento estos organismos. Por otra parte el Golfo
de México es una region mas dinamica y altamente compleja que puede originar una
menor estructura poblacional, como se ha observado en algunos estudios en tiburones
de la parte norte del Golfo de México, donde Unicamente se han observado diferencias
significativas con poblaciones que se encuentran en el Atlantico, fuera del Golfo de
México (Gold y Ricardson, 1998; Keeney et al., 2003).

Caracteristicas Oceanograficas en el Pacifico Mexicano
El Pacifico mexicano se extiende desde la region norte de la costa occidental de

Baja California, pasando por la entrada del Golfo de California (GC) hasta la frontera

sur de México. Presenta caracteristicas oceanograficas diferentes del resto de las
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regiones norte y sur del Pacifico oriental. La frontera norte del Pacifico Mexicano se

determina mediante la posicién de la isoterma de 25°C y la temperatura promedio

anual de las aguas superficiales en el Pacifico mexicano fluctia generalmente entre
los 15y los 31° C, (NOAA, 1980-1990) presentando un incremento hacia el sur.

El Pacifico mexicano cuenta con tres zonas oceanogréaficas particulares (Golfo
de California, Costa Occidental del Golfo de California y Pacifico mexicano tropical) y
cada una presenta patrones de corrientes especificos (De la Lanza, 2001). Estas
zonas se encuentran principalmente bajo la influencia estacional de diferentes
corrientes como: la corriente de California (CC), la corriente Norecuatorial (CN), la
contra corriente Norecuatorial (CCN) y la corriente costanera de Costa Rica (CCC)
(Figura 10) (Wyrtki, 1966; Badan, 1997). Se han descrito tres principales patrones de
corrientes estacionales en el Pacifico mexicano (Wirtki, 1965):

a) De agosto a diciembre la CCN con direccién hacia la costa, se une a la CCC en su
flujo hacia el norte y posteriormente entra en la regién de la CN entre 10 y 20°N. En
el norte, la CC se separa de la costa de Baja California (25°N), alimentando también
la CN.

b) De febrero a abril la CC se intensifica y penetra hacia el sur hasta 20°N, mientras
gue la CCR esta ausente. En el Golfo de Tehuantepec existe un flujo de aguas
superficiales hacia afuera de la costa por el efecto local de vientos, como los
ocurridos en periodos de Norte.

c) De mayo a julio la Contracorriente Ecuatorial se forma y la mayor parte de sus
aguas fluyen hacia el norte, cerca de la costa, para alimentar la CCC.

El Golfo de California se caracteriza por un clima oceanografico subtropical, con
temperaturas de agua superficial que van de los 14 a los 30° C, presentandose las
aguas mas calidas (24 a 30° C) en la regién sur del GC. Los vientos del noreste que se
hacen presentes en esta region, originan la formacién de surgencias costeras
fendbmeno muy marcado en la boca del GC, donde la incursién de la CC, favorece el
incremento de la productividad primaria (Bernal et al., 2001). Este fenbmeno de
surgencia se sugiere que se establecio durante el pleistoceno temprano, ya que las
condiciones de su clima oceanografico, no han presentado grandes cambios desde su

formacion hace 5 millones de afios aproximadamente (Molina, 1986).
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La Costa Occidental de California se encuentra influenciada por la CC
principalmente, que se caracteriza por ser de aguas frias entre los 15y 20° C. La CC
se presenta a lo largo de la costa de Baja California desde los 38 a los 25° N, con
direccion al sur. La mayor fuerza esta corriente se observa en la primera mitad del
afio, donde puede desplazarse hasta los 15 a 20° N (cerca del estado de Chiapas) en
primavera (Wyrtki, 1965). Se ha registrado que la influencia superficial de la CC al
interior del GC, se ve limitada en verano por la presencia de la masa de agua del
Pacifico tropical oriental proveniente del sureste (Robinson, 1973).

La region del Pacifico mexicano tropical se caracteriza por verse influenciada
por varias corrientes como la CNE, la CCC, CCN y en menor influencia pero que se
observa en la primera mitad de afio la CC. La CNE esta alimentada por la CC
principalmente en la primera mitad del afio, de marzo a junio. En la segunda mitad del
afo, de julio a diciembre, por masas de aguas del Pacifico Oriental Tropical
procedentes del sur y se le encuentra entre los 110° O, y de los 15 a los 20° N (del
Golfo de Tehuantepec a Cabo Corrientes) (Cromwell y Bennett, 1959). En el caso de
la corriente costanera de Costa Rica (CCC) procedente de la CCN, corre de sur a
norte con un flujo estacional que acarrea aguas de baja salinidad. Se observa una
mayor presencia de julio a diciembre. Su flujo es a lo largo de la costa de centro
América hasta el GT, donde una vez que pasa esta region se incorpora a la CN. Esta
dltima es resultado de la convergencias de la CC y CCC y se caracteriza por tener un
flujo en direccion oeste a la altura del ecuador lo que genera un efecto de contra
corriente (CCN), de aguas sub-superficiales que se desplazan con una direccién este
hacia el continente.

La presencia y convergencia de masas de aguas superficiales que proceden de
zonas ricas en nutrientes, generan condiciones ideales para la formacién de
surgencias que generalmente se asocian a regiones de gran produccion pesquera
(Fiedler, 1992; Tomczak y Godfrey, 1994). Estas areas de surgencias, pueden limitar
la dispersion de algunos organismos marinos, al originar una mayor permanencia en
estas zonas de productividad para procesos de alimentacion y alumbramiento, lo que

puede propiciar una mayor estructura poblacional (White et al., 2010).
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En la costa del Océano Pacifico de la Peninsula de Baja California, se
encuentra una de las regiones de surgencias costeras con mayor productividad
primaria por unidad de &rea a nivel mundial (Hutching et al. 1995). Asi como en la
region de la Boca del Golfo de California, donde hay una influencia mas directa de la
CC en los procesos de surgencias, en la formaciéon de "frentes oceanicos- y en el
incremento de la productividad primaria (Molina, 1986). Se ha observado que también
las mareas pueden originar un aumento de la productividad primaria cuando se origina
una mezcla de la columna de agua en zonas poco profundas o por la interaccion con
las islas (Merino y Monreal, 2004).

Otra region en el Pacifico mexicano con una alta productividad primaria es el
GT, este se caracteriza por la presencia de aguas cdlidas provenientes de la CCC,
tiene una importante influencia de los vientos que atraviesan el Istmo de Tehuantepec
para generar un decremento de temperatura en las aguas superficiales y que junto con

las aguas frias de la CC favorecen la formacion de surgencias (Trasvifia et al., 2004).

Caracteristicas Oceanograficas en el Golfo de México

El Golfo de México se caracteriza por presentar una temperatura media
superficial de 24° C en la zona meridional, mientras que en la septentrional la
temperatura es menor (18° C). La Corriente del Golfo, es una de las corrientes de
mayor importancia en esta cuenca ocedanica. Lleva agua templada que entra al Golfo
de México por el canal de Yucatan y sale al Atlantico por el estrecho de Florida. La
corriente de lazo es otra de las corrientes oceanograficas importantes en esta zona
por generar importantes zonas de surgencias y por ello permite una alta diversidad
faunistica (Bagma y Haedrich, 2008).

El Golfo de México en un ecosistema marino formado con caracteristicas
oceanograficas, que originan un sistema costero de gran heterogeneidad ambiental y
diversidad bioldgica (Salas-Pérez y Granados, 2008). Sin embargo, se ha observado
gue los organismos marinos con mayor dispersion en el Golfo de México, presentan
poblaciones homogéneas, como resultado de las caracteristicas oceanograficas

denominadas Corrientes de Lazo, que se caracterizan por homogeneizar las regiones
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mas oceanicas del Golfo de México (Figura 2; Sanchez-Gil, 1985; Keeney et al., 2003;
Gold y Richardson, 1998).

El Golfo de México es una cuenca ocednica cerrada que, a diferencia de otras
cuencas cerradas como el Mediterraneo, presenta una alta movilidad de masas de
agua, las cuales tienen gran influencia de vientos estacionales superficiales, que
generan movilidad de aguas de norte a sur durante la época de otofio-invierno y en
sentido contrario, de primavera-verano (De La Lanza, 1991; Caso et al., 1979).
Superpuesto a los movimientos anteriores se observa un movimiento asociado a la
presencia de giros, originados por la Corriente de Lazo que entra al Golfo de México
en la plataforma de la parte norte.

Esos giros generalmente tienen un sentido anticiclénico (como las manecillas
del reloj), que se desplazan hacia el oeste del Golfo hasta chocar con la plataforma
continental en la region de Tamaulipas, donde por conservacion de masa y
continuidad, se divide en dos giros: uno que se desplaza hacia el norte, sobre la
plataforma continental de los Estados Unidos, y otro que toma direccion hacia el sur,
sobre la plataforma continental de Veracruz. Este sistema de circulaciéon general
puede interaccionar con las caracteristicas topograficas de la zona costera e inducir
una circulacién local, abundante en giros a menores escalas (Caso etal., 1979).

Se ha sugerido que las variables de los parametros meteorologicos asi como de
los oceanogréficos, pueden ayudar a entender la dindmica de los sistemas marinos.
Aunque se conoce poco sobre la estructura de las corrientes locales, los movimientos
oceanograficos tienen gran influencia en la distribucién de otras variables marinas
como: temperatura, salinidad y concentracién de nutrientes (silicatos, fosfatos, nitratos,
entre otros; Salas-Pérez y Granados, 2008), las que a su vez regulan la evolucion de
los sistemas ecolégicos marinos y modifican la dinamica poblacional de las

comunidades marinas.

Fendémeno “EL NINO”

Se ha denominado como fendmeno de “El Nifio” al proceso de calentamiento de

las aguas superficiales del Océano Pacifico Central y Oriental (Trenberth, 1997).

-25 -



Evangelina Cartillo Olguin
ANTECEDENTES

Calentamiento que irradia hacia las zonas de mayor profundidad, originando una
acumulacion de aguas cdlidas y que incrementa el nivel del mar en el Pacifico
Oriental. Cuando estas caracteristicas se presentan, la CC gira al Oeste y se hace
mas debil. (Quinn, 1974), asimismo, la CN se ensancha latitudinal y longitudinalmente
(Wyrtki, 1973; 1975).

La presencia de estos cambios afectan los volumenes de produccién primaria,
que producen, a su vez, alteraciones en las poblaciones de peces (Trigueros, 2002),
como el decremento en el reclutamiento a sus poblaciones (Lenarz et al., 1995). Los
eventos “El Nifo” se han asociado con marcadas alteraciones en los patrones de
reproduccion, distribucion, abundancia y disminucion de diversos organismos. Se ha
observado que Sphyrna lewini, se desplaza a regiones mas profundas por el
incremento de temperatura en la capa superficial y también se ha visto que los
juveniles pueden usar zonas mas al norte como areas de crianza durante este
fenbmeno (Lea y Rosenblatt, 2000; Shane, 2001). No obstante, cada evento presenta

particularidades que modifican su impacto sobre cada ecosistema.

Corriente de Lazo

Corriente Ecuatorial de Norte

Contracorriente Ecuatorial

Corriente Ecuatorial de Sur

Figura 10. Corrientes oceanograficas del Pacifico mexicano y Golfo de México que pueden contribuir a

la estructura genética de Sphyrna lewini en esta zona.
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JUSTIFICACION

Las normas actuales de la administracibn pesquera en nuestro pais,
ordinariamente carecen de informacién de caracter genético de las especies bajo
explotacion. Esto, puede llevar a un conocimiento incompleto para la toma de
decisiones sobre el establecimiento de las cuotas de captura adecuadas a los niveles
de diversidad genética existentes en las poblaciones explotadas.

Se ha comprobado que los tiburones son wulnerables al proceso de sobre-
explotacion, debido a las caracteristicas propias del grupo como baja tasa de
crecimiento, de reproduccién y a una madurez sexual tardia, aunada a la selectividad
ocasionada por lo tamafios de captura cada vez mas pequefios, puede desembocar
en decrementos poblacionales y, con ello, en colapsos pesqueros.

S. lewini, es una de las especies de mayor importancia pesquera dentro del
grupo de los elasmobranquios y actualmente es considerada alrededor del mundo
como una especie amenazada. Aunado a lo anterior, se carece de estudios sobre la
diversidad y la estructura genética de las poblaciones de esta especie en las
principales areas de captura nacional.

Los estudios de genética poblacional permitiran evaluar la diversidad genética y
estructura de las poblaciones naturales. Adicionalmente el uso de diferentes
marcadores (MDNA y nuclear), permitira realizar inferencias sobres los tamafios
efectivos poblacionales, asi como determinar las probables fuerzas evolutivas y el
tiempo aproximado en el que se modific esa estructura poblacional.

Esto permitird entender mejor la dindmica de desplazamiento de las
poblaciones dentro de su area de distribucién, en el Pacifico mexicano y proporcionara
mayor informacién sobre las condiciones actuales e historicas de las poblaciones de
esta especie, lo cual que ayudara a tomar correctas decisiones para su manejo y

conservacion del tibur6bn martillo en nuestro pais.
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PLANTEAMIENTO DE ESTUDIO

La preservacion de los recursos genéticos es actualmente un tema de
preocupacion mundial ya que la economia de muchos paises puede verse afectada
por una disminucién en la explotaciébn de sus recursos. Los procesos de sobre-
explotacion en pesquerias vulnerables como es el caso de algunas especies de
tiburones, pueden resultar en decrementos de los tamafios poblacionales que lleve al
colapso de la pesqueria.

La pesqueria de tiburon en México estd enfocada a un ndmero limitado de
especies, dentro de las cuales se encuentra el tiburon martillo (Sphyrna lewini), la cual
representa mas del 30% de la captura de tiburones a nivel nacional. Recientemente el
estatus de S. lewini ha sido modificado y de ser una especie con alto potencial de
explotacion, ha pasado a ser una especie amenazada (en A2bd+4bd; IUCN, 2010).

Se espera que la evaluacion de la diversidad genética y estructura poblacional
de esta especie, permita determinar las condiciones actuales de las poblaciones bajo
explotacién. De esta forma, se podran definir las unidades independientes de pescay
las unidades evolutivamente significativas, que serviran como referencia para elaborar
estrategias de administracion adecuadas, para la captura de esta especie en las
costas de nuestro pais.

Para ello el presente estudio plantea realizar un estudio sobre S. lewini,
enfocado a responder a las siguientes preguntas: ¢Cuales son los niveles de
diversidad genética de la especie en las cuencas de nuestro pais? ¢ Existe estructura
poblacional en las poblaciones capturadas en el Pacifico mexicano? La posible
estructura genética, ¢Esta relacionada con procesos de aislamiento por distancia?
¢,Cuales son los tamafios poblacionales de las poblaciones analizadas en el Pacifico
mexicano? ¢La demografia historica de las poblaciones analizadas se ve reflejada en

los patrones filogeograficos de la especie?
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HIPOTESIS

Se presentara una divergencia entre las poblaciones de Sphyrna lewini en
zonas insulares y de surgencias de la boca del Golfo de California y el Golfo de
Tehuantepec, consideradas areas de alimentacion y crianza para esta especie en el
Pacifico mexicano. Asi mismo se espera observar un patron filogeografico en las
poblaciones de S. lewni, caracterizado por la presencia de dos unidades
evolutivamente significativas (ESUSs), una ubicada en el Pacifico mexicano y otra en el
Golfo de México, debido a las caracteristicas bioldgicas de la especie y a las

caracteristicas fisicas y geoldgicas del ambas cuencas oceéanica.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar, evaluar y analizar la diversidad genética, la estructura poblacional y
la filogeografia de Sphyrna lewini mediante el andlisis de marcadores nucleares y
mitocondriales en poblaciones representativas de S. lewini capturadas en el Pacifico
mexicano y en el Golfo de México, para determinar si la presencia de una estructura
poblacional se debe a procesos de aislamiento por distancia o a la existencias de
habitats que favorecen la permanencia en zonas de surgencias. Ello permitira
establecer unidades independientes de manejo para su a administracion pesquera y

conservacion.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Estimar y comparar la diversidad genética y estructura poblacional de S. lewini
en el Pacfico mexicano y Golfo de México, mediante marcadores
mitocondriales y nucleares.

e Comparar la diversidad genética y divergencia poblacional estimada en las
localidades analizadas, con los datos de reportes previos para la especie
(Duncan et al., 2006; Nance et al., 2011).

e Comprobar si existe una relacion de aislamiento por distancia en el Pacffico
mexicano, de acuerdo con el modelo de Slatkin (Wright, 1943).

e Estimar los parametros de la demografia histérica de las poblacionales de S.
lewini en el Pacifico mexicano y estimar los tiempos de divergencia de ambos
marcadores, asi como los tamafios efectivos poblacionales.

e Determinar si las caracteristicas biolégicas de S. lewini, aunadas a las
caracteristicas fisicas y geograficas del Pacifico mexicano y Golfo de México,
han dado Iugar al establecimiento de un patron filogeografico de sus

poblaciones.
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MATERIALES Y METODOS
MATERIAL BIOLOGICO

La obtencién de las muestras de S. lewini se realiz6 en campos pesqueros tanto
del Pacifico Mexicano como del Golfo de México (Figura 11), de 2001 al 2008. Para
tratar de obtener un mayor nimero de muestras se realizaron colectas en dos 0 mas
puntos diferentes del mismo estado en el mismo afio de colecta, como en el caso de la
poblacion de Sinaloa, localidad compuesta por organismos de Barra de Piaxtla,
Mazatlan y Teacapan (Tabla 1). Algunos de los muestreos se realizaron con la ayuda
del personal del Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas (CICIMAR) de La Paz,
Baja California Sur; de la Universidad de Baja California; del Centro Regional de
Investigaciones Pesqueras (CRIP) de Tabasco; de la Universidad del Mar de Puerto
Escondido y del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia (ICMyL), UNAM, asi como
de pescadores de cada localidad, a quienes se les solicité que los organismos llegaran
completos a la costa para su identificacion. La identificacibn de cada uno de los
organismos colectados, se realizé con las claves de Compango (1984), NOAA (2001)
y con la guia rapida de SAGARPA (2001).

Cada muestra consisti6 de una pequefia porcion de tejido muscular de
aproximadamente 2 cm?®, extraida principalmente de la parte cefélica o ventral de cada
organismo. Las muestras fueron colocadas en tubos de transporte y preservadas con
un amortiguador a base de DMSO saturado con NaCl (20% DMSO, 0.25 M EDTA pH
8.0, NaCl, 30 gr/100 ml.). Las muestras colectadas en cada localidad, cuyo nimero
varié entre 9 y 42, fueron posteriormente transportadas al Laboratorio de Genética de
Organismos Acuaticos del ICMyL de la UNAM, donde se les asigndé una clave de
acuerdo a su localidad geogréafica de origen, y donde se procesaron. Actualmente

estas muestras forman parte de la coleccién de tejidos del ICMyL.
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Figura 11. Ubicacion geogréafica de las localidades de colecta de las muestras de S. lewini en el Pacifico

Mexicano y Golfo de México.

Tabla 1. Datos de las muestras colectadas de S. lewini, en Pacifico mexicano y Golfo de México.

Region Estado Localidad Clave N Ao
Baja California Ensenada BC 7 2007
Baja California Sur Todos Santos BCS 18 2001
Sinaloa Mézaﬂén’ Barras ,de SIN 28 2002

Pacifico Piaxtla y Teacapan
Mexicano Nayarit San Blas NAY 29 2003
Michoacan Caleta de Campo MICH 17 2006
Oaxaca Puerto Angel OAX 9 2007
Chiapas Puerto. Madero CHIP 12 2003
Golfo de Campeche San Pedro CAM 11 2008
Mexico Tabasco Frontera TAB 18 2008

Total 9 10 149
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AISLAMIENTO DE DNA

El aislamiento de DNA gendmico de cada una de las muestras obtenidas en
campo, se realizd mediante la técnica de Buffer Chris-Lysis (100 mM Tris, HCL pH 8.5,
5 mM EDTA, 0.2% SDS, 200 mM NaCl) y proteinasa K (Laird et al., 1991; ver apéndice
A). Una vez extraido el DNA genomico, se verificO la calidad de DNA, mediante una
electroforesis de agarosa al 1% vy tincidbn de bromuro de etidio. Posteriormente se
homogenizd la concentracion de los extractos de DNA mediante ensayos de
amplificacion realizados con diferentes diluciones (1:20, 1:50 y 1:100) para determinar
la concentracion optima de amplificacion de cada las muestras. Se seleccion6 la

dilucién de 1:20 como la mejor para la amplificacion de ambos marcadores.

REGION CONTROL mtDNA, MARCADOR MITOCONDRIAL

La técnica de SSCP’s es muy eficiente para la detecciéon de polimorfismos en
estructuras secundarias de cadena sencilla. Esta técnica emplea fragmentos de DNA
de 200 a 400 pares de bases (pb) ya que entre menor longitud, el fragmento presenta
mayor sensibilidad en la deteccion de diferencias nucleotidicas. Sin embargo, se ha
sugerido que la técnica es igualmente eficiente en fragmentos de gran tamafio (800-
1000 pb); dnicamente se requiere de la estandarizacion en la concentracion de
acrilamida empleada en los geles, en tiempo de electroforesis y en algunos casos, en
modificar el pH del amortiguador para el corrimiento. Por esta razdn, se empleo
exitosamente un fragmento de mtDNA de la region control, de aproximadamente 1000
pb, para el analisis de SSCP’s.

El fragmento de la region control mitocondrial de S. lewini, fue amplificado
mediante PCR, con iniciadores disefiados para elasmobranquios, ElasmoCR15642F
(5"-TTGGCTCCCAAAGCCAARATTCTG-3") y ElasmoCR16638R (5°-
CCCTCGTTTTWGGGGTTTTTCGAG-3) (Stoner et al., 2003) (condiciones de PCR,
ver apéndice B). Una vez obtenidos los productos de PCR, se comprobd la

amplificacion mediante una electroforesis de agarosa al 1% y tincion con bromuro de
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etidio mezclando 5 yL de producto de PCR, con 5 uL de buffer de carga (65% sucrosa,
10 mM Tris-HCI pH 7.5, 10 mM EDTA, 0.3% w/v Azul de bromofenol). Verificadas las
amplificaciones del fragmento, el producto restante de PCR se empleé en la técnica de
SSCP’s, mezclandolo en proporcion 1:1 con buffer de carga y formamida (95% wiv
formamida, 10 mM EDTA 0.05% azul de bromofenol).

Posteriormente se desnaturalizaron por 5 min. a 95°C, e inmediatamente
después se pasaron, a un recipiente con hielo para generar las estructuras
secundarias de DNA de cadena sencilla o SSCP’s. Las estructuras secundarias se
separaron en geles no desnaturalizantes de acrilamida al 8% a 380 volts, con un
tiempo de electroforesis de 24 horas a 4°C (ver detalles apéndice C). En cada
corrimiento electroforético, se incluyeron carriles con marcadores de 100 pb, asi como
una muestra no desnaturalizada, para corroborar cada uno de los haplotipos.

Realizada la electroforesis, los geles fueron tefiidos con la tincién de nitrato de
plata, empleando el método descrito por Creste et al., (2001) con algunas
modificaciones (ver apéndice D). Posteriormente cada gel se fotografi6 con una
camara digital (8 mpx). A partir de las fotografias digitales, se identificaron los patrones
electroforéticos de cada uno de los fragmentos amplificados tomando como referencia
los marcadores de peso molecular y la muestra no desnaturalizante. Una vez
identificados los polimorfismos del total de muestras en cada poblacion, se mandaron
secuenciar dos muestras de cada uno de los electromorfos identificados, en ambos
sentidos. Los polimorfismos detectados se secuenciaron en un secuenciador
automéatico (ABI3730 x1 Applied Biosystems) por la empresa Macrogen Inc. en Sedll,
Corea.

Se corroboré el origen de cada una de las secuencias de cada haplotipo
mediante un Blast, realizado en la pagina Web del Centro Internacional de Informacion

Biotecnologica  (NCBI  www.ncbi.nim.nih.gov), posteriormente  se  corrobor6

manualmente cada una de las secuencias con su respectivo electroferograma. Una
vez identificados los haplotipos, se asigné la secuencia correspondiente a cada
muestra de acuerdo a la variante detectada mediante SSCP’s. Posteriormente se
aline¢ el total de secuencias de las muestras mediante el programa de Bio-Edit version

7.0.0 (Hall, 2004) con la aplicacién de ClustalW. Obtenido el alineamiento, se verifico

-34 -


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Ew«ugx[ém Castille Olgm%
MATERIAL Y METODOS

manualmente para mejorarlo y se realizaron las bases de datos correspondientes a

cada uno de los programas empleados para los analisis.

MICROSATELITES, MARCADOR NUCLEAR

Se probaron un total de 13 pares de iniciadores para la obtencion de
microsatélites (Tabla 3), citados por Heist y Gold (1999) y por Keeney et al., (2005),
los cuales fueron disefiados para otras especies de tiburones de la misma familia que
S. lewini.

Cada uno de los microsatélites fue ensayado de acuerdo con las condiciones
determinadas en la literatura (Heist y Gold, 1999; Keeney y Heist, 2003). Sin embargo,
algunos microsatélites no fueron amplificados exitosamente bajo las condiciones
citadas por lo que se realizaron gradientes de temperatura (45° a 60°C),
concentraciones de cloruro de magnesio (1.5 a 3.5 mM) y concentraciéon de iniciadores
(20 a 25 pM), para lograr la amplificacion de cada uno de los microsatélites en S.
lewini (Tabla 2). Aun después de las modificaciones mencionadas, solo se logré la
amplificacion de 8 microsatélites (para conocer las condiciones de PCR, ver el
apéndice B).

Los 8 microsatélites se amplificaron y se corroboro el tamafio del fragmento en
pb mediante una electroforesis de agarosa al 2% con tincion de bromuro de etidio,
mezclando en proporcion 1:1 el producto de PCR con de buffer de carga con
formamida (ver en SSCP’s). Los microsatélites se separaron en un gel
desnaturalizante de acrilamida al 6% (apéndice C) con TBE 1X como amortiguador de
corrimiento (45 mM Tris-Base, 45 mM Acido Bérico, 1 mM EDTA pH 8.0). Las
condiciones de corrimiento fueron de una hora 30 minutos a 1000 V. En cada
electroforesis se incluyeron carriles con marcadores de peso molecular de 10, 25 y
100 pb, asi como una muestra de amplificacion e identificacion clara de alelos
(muestra patrén), para corroborar la consistencia de cada microsatélite. La tincién de
los geles se realizd con nitrato de plata (apéndice D) y posteriormente se fotografiaron

para la obtencién de datos.
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La lectura de los geles, se realiz6 de forma manual y de forma rigurosa tomando

como referencia el alelo mas comdn en cada microsatélite, la muestra patron y los

marcadores en pb, para disminuir la probabilidad de error en la determinacion del

tamafio en cada fragmento.

Tabla 2. Pares de iniciadores para microsatélites, ensayados en S. lewini. En negritas se encuentran los

que fueron amplificados con éxito, y en recuadro obscuro los que fueron usados para andlisis. ? -

temperatura de alineamiento que no se logré identificar para una buena amplificacion del microsatélite.

Iniciadores Secuencia 5°-3 Mo;i\e/g.de Int((apr;)/;auo Cita (IStrlan?a
By A TR e PN
s ACASCACCOMITIOMNCA (cans sy MESO0
G JCACAACCESCATIAST  opm s SO
oo TEGSIAKTICANCS  Gne s ST s
ot JOSCICIOTCOCTIOTAS  enis s SO v
Gie  DSCISCCACMMCTION oy amam MIRISOY e
i JANSSISCTSCOTCCOCTIOS  (royaenio ziozie ST s
s CCICATCATSRCAC  Gasier i SO
s CATCTACMCCSSMAATIS  eym weKee arc
char  SATCROMCGAGRSOMC o asas (STELY o
Gino  CCCISHCRSCANISSS  (amesiose o KeSTENN s

ANALISIS DE DATOS

Andlisis de Region Control mtDNA (SSCP’s)

Mediante los datos de la region control mtDNA, se estimaron los indices y

estimadores de la diversidad genética (diversidad genética H, diversidad haplotipica h
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y nucleotidica 7, y nimero de sitios polimérficos S, nimero promedio de diferencias
entre pares de haplotipos K y composicién nucleotidica de cada haplotipo), mediante
los programas: TFPGA 1.3 (Miller, 1999) y Arlequin 3.0 (Excoffier et al., 2005).

Las estimaciones diversidad nucleotidica se obtuvieron segun el parametro
mutacional 6 = 2Ny, que es la tasa de mutacién escalada segun el fragmento, donde:
N es el tamafio poblacional y y es la tasa de mutacién del fragmento. Los estimadores
theta de diversidad (Bs, 6k, 6x) fueron obtenidos bajo la hipdtesis de equilibrio neutral
en las tres posibles relaciones que puede tener el pardmetro 6. Donde: 6s (Watterson,
1975) se basa en la relacion entre la cantidad de sitios segregantes de cada muestra y
el tamafio de la muestra (n); 6« (Ewens, 1972) se basa en la relacién entre el nUmero
de alelos esperado y el tamafio de muestra, mientras que 6z se basa en el nimero
promedio de diferencias esperadas entre pares de secuencias (Tajima, 1983).

Los indices de diversidad 6s y 6= 6m, fueron usados para conocer su nivel de
correlacion, mediante el uso del programa STATISTICA 6.0 (StatSoft.Inc, 2001). Estos
indices pueden reflejar algin cambio relacionado el equilibrio de sitios infinitos en las
poblaciones, referidos por cambios en el nimero de sitios segregantes o al
determinado para pares de localidades, lo que permitira detectar posibles cuellos de
botella o procesos de un crecimiento poblacional (Watterson, 1975; Chakraborty y
Weiss, 1991).

También se realizd una prueba exacta de Raymond y Rousset (1995) para
corroborar la homogeneidad de las frecuencias, mediante tablas de contingencia
generando valores de probabilidad obtenidos a partir de una X2 Se obtuvieron los
valores de error estandar mediante remuestreos de Montecarlo, usando 10 ciclos con
10,000 pasos reiterativos y 20,000 permutaciones en cada ciclo.

Se realizaron diferentes pruebas de neutralidad bajo diferentes supuestos que
evallan si el marcador se ajusta a un modelo Wright-Fisher. La prueba de neutralidad
propuesta por Tajima (1996) evalla la neutralidad bajo la relacion entre nimero de
sitios segregantes y el numero promedio de diferencias entre pares de muestras. Las
diferencias entre ambas estimaciones pueden resultar de la seleccion natural, de
fluctuaciones poblacionales o de tasas de mutacion distintas en el fragmento

analizado.
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La prueba Ewens-Watterson, basada en la teoria de Ewens (1972) del
muestreo de una poblacién en equilibrio, evalia si la probabilidad de obtener dos
haplotipos idénticos en una muestra aleatoria es menor o igual al de la muestra
observada. La prueba de neutralidad de Charkraborty (1990) compara
estadisticamente la cantidad de haplotipos esperados en una muestra neutra y
homogénea con el numero de haplotipos observados, obteniendo un estimador F.

Por ultimo se realiz6 la prueba de neutralidad de Fu (1997) que estima la
funcion de densidad de la probabilidad de obtener k alelos dado un valor del
parametro 6 mediante simulaciones, el valor de k se mantiene dentro de un intervalo si
se encuentra bajo neutralidad. Sin embargo, puede modificarse durante procesos de
expansion poblacional.

La estructura genética se evalub mediante la obtencién del indice de
divergencia poblacional ®@sr equivalente al estadistico Fst de Wright (1965) para cada
una de las localidades. Este mismo indice se obtuvo entre pares de localidades. La
estructura en la variacion genética entre las regiones oceanicas y entre las localidades
del norte centro y sur del Pacifico mexicano, se corroboré6 mediante un Analisis de
Varianza Molecular (AMOVA), usando el programa Arlequin. A los analisis estadisticos
gue involucran comparaciones multiples se les aplico la correccién de Bonferroni bajo
el nivel critico de a (Rice, 1989).

Las pruebas de AMOVA se realizaron para corroborar la diferencia presente
entre regiones ocedanicas (Pacifico mexicano y Golfo de México), y entre poblaciones
unicamente del Pacfifico mexicano. Para esta Ultima jerarquizacion se, determinando
tres grupos con base en la ubicacion de las posibles zonas identificadas a lo largo del
Pacifico mexicano, como zonas de alumbramiento, crianza y alimentacion para S.
lewini, por la presencia de hembras gravidas, neonatos y juveniles. (Saucedo et al.,
1982; Compagno et al., 1995; Salomoén-Aguilar et al., 2009; Anislado, 2008; Alejo-
Plata et al., 2006 a; 2006 b).

Los grupos se conformaron de las siguientes localidades el denominado zona
norte (Baja California y Baja California Sur, en adelante BC y BCS), zona centro
(Sinaloa, Nayarit y Michoacan, en adelante SIN, NAY y MICH) y zona sur (Oaxaca y
Chiapas, en adelante OAX, CHIP).
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Se realiz6 un andlisis de componentes principales (PCA), con el programa
PCAGEN 1.2.2 (J. Goudet, Instituto of Ecology, Université de Lausanne, CH-1015,
Lausanne, Switzerland, www2.unil.ch/popgen/softwares/pcagen.htm), para conocer
que poblaciones son mas similares o diferentes entre ellas a partir de las frecuencias
alélicas del total de locus analizados. El porcentaje de atraccion de cada componente
principal en el eje y su probabilidad es evalu6 mediante 10,000 aleatorizaciones de los
genotipos. Esta prueba se realiz6 para el total de las localidades y para las localidades
del Pacifico mexicano.

La construccion de dendrogramas bajo algoritmos de UPGMA, se realiz6 con
los los valores de distancia genética de Reynolds et al., (1983) y Nei (1978), entre
pares de localidades a partir de las frecuencias alélicas, que fueron obtenidos
mediante el programa TFPGA, para conocer el agrupamiento de las localidades en
base a sus caracteristicas genéticas. La reconstruccion se realiz6 con 10,000
permutaciones y 10,000 réplicas de bootstrap, mediante los programa TFPGA y MEGA
3.1 (Kumar etal., 2004).

Se estimé el tamafio efectivo historicos para cada localidad a través de la
estimaciéon de theta (©) mediante el programa MIGRATE 3.1.2 (Beerli y Felsenstein,
2001; Beerli, 2002), los valores de © fueron estimados mediante inferencia Bayesiana
y se considerd el modelo de evolucion de secuencias. También se obtuvo el nivel de
fluo genético historico entre las localidades mediante la estimacién de M la cual
representa una mediada de a la inmigracion sobre la mutacién en originar nuevas
variantes, lo que equivale a m/u donde m es la tasa de migracion y u es la tasa de
mutacion por generacion. Las estimaciones se realizaron con la aplicacion del método
de Monte Carlo con Cadenas de Markov (MCMC), basdndose en un modelo de
expansion coalescente. Se realizaron 5 corrimientos para verificar la consistencia de
los resultados, cada uno se realiz6 con 100,000 genealogias muestreadas, tres
replicas por cadena y 100,00 genealogias de burn in, los datos presentados son el
promedio de estos cinco datos.

Se evalu6 el modelo de aislamiento por distancia (Slatkin, 1993), mediante una
correlacion no paramétrica entre matrices de distancias geograficas con los valores de

diversidad estandarizados ®st, para las localidades del Pacifico mexicano, ya que no
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es posible considerar muestras de ambas cuencas ocedanicas, por la barrera
continental. La evaluacion se realizd mediante una prueba de Mantel (Hellberg, 1994),
estimadas mediante la distancia entre localidades segun la linea de costa entre
localidades y empleando 10,000 permutaciones.

Se estimaron los parametros de demografia histérica 6 y 1y los parametros de
expansion espacial, mediante Arlequin. Las estimaciones de 6 (8° y 8%) que son el
producto de 2uN° y 2uN? (donde p es igual a la tasa de mutaciéon y N es el tamafio
efectivo poblacional en el tiempo 0 y 1). Tau (1) es la medida relativa del tiempo desde
la expansion poblacional, pero también ser usado para estimar el tiempo actual (T)
desde la expansion poblacional mediante T = t©/2u (donde u es igual a la tasa de
mutacién, Gaggiotti y Excoffier, 2000).

Gracias a que las caracteristicas de mMtDNA permiten obtener mayor
informacion histérica sobre las poblaciones por el tipo de herencia que permite realizar
reconstrucciones filogenéticas a diferentes niveles jerarquicos de las poblaciones, se
calculd la distribucion del nimero de diferencias entre pares de secuencias, conocidos
como distribucion de diferencias nucleotidicas o comparaciones pareadas (Rogers y
Harpending, 1992). El ajuste de este andlisis se realizd bajo un modelo de expansiony
se puso a prueba a través del indice de ‘raggedness” de Harpending (Hri) y la
desviacion de la suma los cuadrados (SSD), para cada localidad, y por medio del
programa DNAsp (Rozas et al., 2003), para analizar el posible rastro de expansion
poblacional de S. lewini y determinar la presencia de cuellos de botella, seguidos de
eventos de expansion demografica o espaciales originados por diversas fuerzas
evolutivas. Con el fin de explorar las tendencias demogréficas a través del tiempo, se
obtuvieron los skyline plots mediante la aproximacion Bayesiana, implementada en el
programa Beast v1.7.1 bajo el modelo de coalescencia con 30,000 réplicas de burn in
seguido de 300,000 MCMC. (Drummond y Rambaut, 2007).

Anélisis de microsatélites

La probabilidad de la presencia de alelos nulos, la dominancia de alelos

pequefios debido a errores de amplificacion por alelos grandes y el error ocasionado
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por “stuttering” dentro de los datos de microsatélites, se evalu6 mediante el programa
MICRO-CHEKER 2.2.1 (Van Oosterhout et al., 2004), empleando 10,000
aleatorizaciones. Se probo si existian desviaciones genotipicas fuera de la distribucion
de Hardy-Weinberg (H-W) en cada uno de los locus y en cada muestra, con base en
los valores de probabilidad al ajuste de las frecuencias genotipicas observadas (Guo y
Thompson, 1992), utilizando 10,000 cadenas y 5,000 interacciones.

Debido a que las poblaciones variaron en el nimero de muestra, se realiz6 un
andlisis de rarefaccion para estimar el nUmero de alelos esperados (Nr) cuando un
gen n es muestreado en una poblacion, utiizando del programa RAREFAC (Petit el
tal., 1998; Mousadik y Petit, 1996). El nimero de alelos obtenido mediante rarefaccion
se contrasto con el observado (N) mediante una prueba de t pareada (Freund y Simon,
1992), considerando los loci por separado y en conjunto.

Se estimo la diversidad genética global por locus (Hy) y los valores de riqueza
alélica (Rs) por locus y por muestra, para permitir la comparaciéon del nimero de
alelos, independiente del tamafio de la muestra de los datos de microsatélites,
mediante el programa FSTAT 2.9.3 (Goudet, 2001). Y mediante el programa
GENEPOP 4.0 (Rousset, 2008), se realizd una prueba exacta de probabilidad de
desequilibrio de ligamiento de los loci, para conocer la independencia de cada uno.

La divergencia entre poblaciones se evalu6 mediante los estadisticos F de
Wright Fst, Fis y Fir y Rsr de Slatkin (1995) para cada locus, esta Ultima estimacién
considera las diferencias en el tamafio de alelos, por lo tanto se puede explicar la
similitud entre dos muestras a través de posibles homoplasias (Balloux y Lugon-
Moulin, 2002).

La divergencia poblacional entre cuencas oceanicas y entre localidades del
Pacifico mexicano, se corroboré realizando dos AMOVA's, uno entre grupos
definiendo por cuencas oceanicas, y un ultimo AMOVA para las localidades del norte,
centro y sur del Pacifico mexicano, como se establecié la asignacion de las
localidades en el analisis de mtDNA. Debido a que se observo una diferencia entre las
muestras de la regién norte, se usé también jerarquizacion diferente para el analisis de
AMOVA, donde el subgrupo norte fue conformado solo por BC, mientras que el grupo

central estuvo formado por BCS, SIN, NAY y MICH, y el grupo sur por OAX 'y CHIP.
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Se utiliz6 el programa STRUCTURE 2.3.3 (Pritchard et al., 2000; Falush et al.,
2003), para probar la estructura poblacional y establecer la asignaciéon de cada
individuo a un deme genético, para el total de las localidades analizadas, y para las
localidades pertenecientes al Pacifico mexicano, para ello se us6 el modelo de
frecuencias alélicas correlacionadas y se estimo la existencia de 1 a 10 poblaciones
(K) evaluadas a través de 30 interacciones independientes, cada una con 50,000
réplicas de burn in seguido de 50,000 MCMC. Para determinar el valor real de K, se
empled la prueba estadistica propuesta por Evanno et al. (2005).

Se realiz6 una correlacion, entre valores de ®sr de datos de mtDNA y Fsy
microsatélites STATISTICA, para conocer si las diferencias obtenidas son causadas
por un desplazamiento diferencial de hembras, y conocer las relaciones de flujo
genético entre las poblaciones, ya que si se observa una mayor cantidad de
divergencia con microsatélites y menor con datos de mtDNA, podria indicar mayor flujo
de hembras. También se aplico la correcciéon de Bonferroni a los estadisticos de
comparaciones mdltiples.

El andlisis de componentes principales se realizd bajo las mismas condiciones
que las empleadas en datos mtDNA. Esta prueba se realizO para el total de las
localidades y para las localidades del Pacifico mexicano. El poder estadistico para
poner a prueba la hipotesis nula de homogeneidad genética con diferentes
combinaciones de tamafios de muestra, de nimero de loci, de nUmero de alelos y de
frecuencias alélicas, se analizd mediante la distribucion de la suma de diferencias
cuadradas (SSD, por sus siglas en inglés) usando el programa POWSIM 4.0 (Ryman y
Palm, 2006).

Asi como con los datos de mtDNA, también, se probd el ajuste al modelo de
aislamiento por distancias para los datos de microsatélites con una prueba de Mantel,
y se estimaron los parametros de demografia histérica 6 y t y los parametros de
expansion espacial.

De la misma forma se estimé el tamafio efectivo poblacional histérico a través
del conjunto de datos de microsatélites, mediante el programa MIGRATE 3.1.2. Los

valores se estimaron también mediante inferencia Bayesiana, considerando el modelo
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aleatorio Browniano con una tasa mutacional constante para microsatélites y con las

mismas condiciones de corrimiento que se usaron para mtDNA.

Analisis filogeografico.

Se realiz6 una reconstruccion genealdgica de los haplotipos de S. lewini, empleando el
modelo evolutivo HKY85 + G = 0.395, obtenido por MODELTEST (Posada, 1998) y
posteriormente el modelo seleccionado se emple6é en el programa PAUP (Swofford,
1991), para la construccion de la genealogia de los haplotipos uso el método de
Maxima Verosimilitud (ML). Se empledé la secuencias de mMtDNA Chiloscyllium
plagiosum como grupo externo, ya que pertenece al mismo Orden, pero diferente
suborden, que S. lewini.

Asimismo, para comparar resultados del analisis de mtDNA con estudios
previos, se realiz6 una genealogia mediante el método de distancias, de los haplotipos
analizados y tres secuencias de los haplotipos correspondientes al estudio de Duncan
et al. (2006), empleando a C. plagiosum como grupo externo, usando el programa
MEGA.

También se realizd6 un andlisis de clados anidados donde se observo la
distribucion de los haplotipos, mediante una red minima con el programa TCS 1.21
(Clement et al., 2000), que utiliza el modelo estadistico de parsimonia para hacer un
algoritmo que comienza estimando el nimero maximo de diferencias entre haplotipos,
como resultado de sustituciones simples con un 95% de confianza. Debido a que la
red a un nivel del 95% formo dos redes inconexas, se modificé el limite de conexiones
de pasos para obtener una sola red.
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RESULTADOS
DIVERSIDAD GENETICA

Region control mtDNA

El fragmento analizado de la region control presenté un total de cinco haplotipos
en las 149 muestras analizadas. La diversidad haplotipica esperada fue de h = 0.494.
Los valores de diversidad haplotipicas mas altos se observaron en las localidades de
la region central del Pacifico mexicano (SIN, NAY y MICH), mientras que no se
observo diversidad en el resto de las localidades tanto del Pacifico mexicano como del
Golfo de México. El haplotipo “E” Unico para la regién del Golfo de México se detectd

también en la localidad SIN en el Pacifico (Tabla 3).

mA B BC wD OE

Area de trazadoi

Figura 12. Frecuencias haplotipicas de los fragmentos de region control de mtDNA de S. lewini,

observados en cada localidad analizada.

Las secuencias de cada haplotipo consistieron de 714 pb, y tuvieron una
composicion nucleotidica de C = 22.89%, T = 33.92%, A = 31.20% y G = 11.99%.
Presentaron 31 sitios polimorficos, con 15 transiciones, 15 transversiones y un indel. El
valor de diversidad nucleotidica fue de = = 0.011; la diversidad theta de 6 = 0.007 y el
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promedio de diferencias nucleotidicas entre haplotipos fue de k = 8.015. De manera

general los valores mas altos de diversidad nucleotidica se presentaron en la

poblacion de SIN, mientras que los valores mas bajos fueron para la localidad de
MICH (Figura 12 y Tabla 3).

Tabla 3. Estadisticos de diversidad genética del fragmento de la regidon control de mtDNA analizado en

S. lewini. Tamafio de muestra (n), diversidad genética (H), diversidad haplotipica (h), diversidad

nucleotidica (r) y diversidad molecular de pardmetro € (Guom 6k, fs, 67).

. Haplotipos
Region Clave _ h T Onom bk Os or

(frecuencia)
BC A (1.0) 7 1.0 0.0 - - - -
BCS A (1.0) 18 1.0 00 - - - -

A (0.75)

B (0.071)
SIN 28 0.431 0.415 0.007 0.564 1.031 7.452 5.687

C (0.071)

E (0.107)

A (0.724)

Pacifico B (0.069)
NAY 29 0.455 0.440 0.002 0.623 1.016 2.546 2.059

Mexicano C (0.034)

D (0.172)

A (0.764)
MICH B (0.176) 17 0.404 0.380 0.002 0.505 0.774 2.662 2.088

C (0.058)
OAX A (1.0 9 1.0 0.0 - - - .
CHIP A (1.0) 12 1.0 0.0 - - - -
Golfo de CAM E (1.0) 11 1.0 0.0 - - - -
México TAB E (1.0) 18 1.0 0.0 - - - -

Total 9 Sitios 5 Haplotipos 149

Las pruebas de neutralidad se realizaron Unicamente para las localidades con

mas de un haplotipo. Se obtuvieron valores de probabilidad no significativos en todas

las pruebas de neutralidad realizadas (Tajima, 1996; Ewens- Watterson, 1972;

Chakraborty, 1990; Fu, 1997), lo que indica que las secuencias analizadas de la region

control de mtDNA se ajustan a un modelo Wright-Fisher (Tabla 4).
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Tabla 4. Pruebas de neutralidad de las localidades con variacion genética. Prueba de Tajima (D),
prueba de Ewens y Watterson (E-W), prueba de Chakraborty (Ch) y prueba de Fu (Fs). Valores de
probabilidad (P).

Regién Clave D (P) E-W Ch Fs (P)
Obs.-Esp.(P) Obs.-Esp. (P)

SIN -0.961 0.584 - 0.463 4 -2.829 (0.173) 7.91

(0.17) (0.797) (0.99)

Pacifico NAY -0.61 056 -0.474  4-3.012(0.196) 2.495
Mexicano (0.288) (0.764) (0.894)
MICH -0.777 0.619 - 0.548 3-2411(0.268) 3.073
(0.249) (0.742) (0.938)

La correlacion entre las estimaciones de diversidad genética Bs y Orn= 6,

mostrd un valor de r = 0.999, sugiriendo un equilibrio poblacional de todas las

poblaciones que presentaron un nivel de diversidad diferente de cero (Figura 13).

Correlacion: r = 0.9999

95% Confianza
Poblacién en

7 ; ' ' ' ‘ ' T ——Equilibrio

ém i e

Figura 13. Grafica de correlacion entre valores de diversidad 6sy 6n= 6, para datos de mtDNA
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Microsatélites

Se logré amplificar un total de ocho loci de microsatélites, el maximo nimero de
alelos por loci observados fue de 11 y 17 alelos en los loci Cli-12 y Cli-112
respectivamente. El resto de los loci presentaron entre dos y nueve alelos por loci
(Tabla 5). Los datos anteriores coinciden con algunos datos reportados sobre estos
loci en otras especies de tiburones (Keeney y Hesit, 2003). El nimero maximo de
alelos amplificados se observd en las muestras de BCS y SIN con 12 alelos
correspondientes al locus Cli-12 y para la localidad de CHIP con 10 alelos para el
mismo locus, mientras que el menor nimero de alelos observados se presento en el
locus CIi-39, presentandose como monomorfico en siete de las nueve localidades
analizadas.

Las pruebas realizadas con MICRO-CHEKER mostraron que no existe
evidencia de errores ocasionados por “stuttering”, ni dominancia de alelos pequefios.
Sin embargo, al momento de realizar los primeros analisis se observo que los loci Cli-
38 y Cli-39 mostraron ser monomorficos en el 90% de las localidades analizadas, y de
igual forma, el locus 100 presenté un gran contenido de alelos nulos y de desequilibrio
por ligamiento en el 80% de las localidades analizadas, por tal motivo, se decidi6
retirar estos tres loci de los andlisis.

Una vez retirados los loci anteriores se observd que las muestras con el mayor
nimero de alelos encontrados en los cinco loci resueltos fueron las de SIN y MICH,
mientras que el menor nimero se observd en las localidades del Golfo de México,
(Campeche y Tabasco, en adelante CAM y TAB). El menor nimero de alelos

detectados en las localidades del Pacifico se encontr6 en BC y OAX (Tabla 5).
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Tabla 5. Nimero de alelos observados de los ocho loci amplificados para cada poblacion. Las
cantidades totales corresponden al nimero total de alelos empleados en los andlisis para cada

localidad (en negritas los loci y alelos considerados para el andlisis de microsatélites.

Locus Alelos observados Alelos/locus
BC BCS SIN NAY MICH OAX CHIP CAM TAB
Clh-12 9 12 12 9 8 3 10 4 5 17
Cli-13 2 2 1 1 3 2 1 2 3 6
Cli-38 1 2 2 3 1 2 2 1 1 3
Cli-39 1 2 1 1 1 1 2 1 1 2
Cli-100 7 8 8 9 9 5 6 5 3 9
Cli-106 4 2 4 2 3 2 3 3 2 5
Cli-112 5 7 8 3 5 4 5 3 5 11
Cli-119 4 4 6 2 5 4 4 2 3 8
Total/muestra 33 39 46 30 35 23 33 21 23 283\61

Los analisis de diversidad de los cinco loci seleccionados mostraron que el
locus Cli-13 fue el Unico que resultd6 monomorfico para las muestras SIN, NAY y CHIP.
Las frecuencias genotipicas fueron cercanas a la proporcién esperada de H-W en 33
de las 45 pruebas que conformaron el andlisis, mientras que las 12 restantes
presentaron diferencias por la posible presencia de alelos nulos en algunos de los loci
analizados como BC en el Cli-112, BCS en el CIi-13, Cli-106 y Cli-112, SIN en el Cli-
112, NAY en el Cli-12, CHIP en el Cli-106, CAM en el Cli-12 y CIi-106) y TAB en el Cli-
12, Cli-13 y Cli-106. Las muestras de MICH y OAX no mostraron la presencia de
dichos alelos. Las muestras BCS y TAB presentaron el mayor nimero de loci con
déficit de heterécigos y, las muestras de BCS y NAY fueron las Unicas que
presentaron exceso de heterocigosis en el locus Cli-119. La Unica muestra con posible
desequilibrio por ligamiento fue BC, en los loci Cli-13 y Cli-112.

El intervalo de riqueza alélica media global para el total de loci analizados fue
de 2.648 (NAY) a 4.41 (BC) respectivamente. El valor de diversidad promedio total fue
de He = 0.525 y la heterocigosis promedio para los loci varié de 0.3147 (locus Cli-13) a

0.7665 (locus Cli-12) y la diversidad genética promedio estimada para las muestras
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sobre todos los loci se observo entre un intervalo de 0.366 (NAY) a 0.649 (BC) (Tabla
6). Los valores de diversidad genética se observaron entre 0.372 a 0.692 en las
mismas localidades respectivamente. Los valores de diversidad nucleotidica,
presentaron un intervalo entre los 112.56 a 882.02 con los valores mas bajos en CAM

y los mas altos en la poblacion de NAY (Tabla 7).

Tabla 6. Resumen estadistico de los analisis de diversidad y prueba de H-W para cinco loci de

microsatélites en S. lewini, en nueve muestras analizadas.

Locus/ Cli-12 Cli-13 Cli-106 Cli-112 Cli-119 Total
Localidad a7 (6) (5) (11) (8)

BC Ho 1.0 0.600 0.6 0.1 0.625 0.69
(20) He 0.876 0.420 0.625 0.645 0.679 0.649
Py.w 1.0 1.0 0.253 0.002 0.017

Rs 8.35 2.0 3.90 4,32 3.98 4.41
a 9 12 4 5 4
BCS Ho 1.0 0.0 0.0 0.4 0.888 0.457
(20) He 0.851 0.420 0.218 0.737 0.566 0.558
Py.w 1.0 0.0 0.003 0.0 0.999
Rs 7.54 1.99 1.91 5.19 3.02 3.93
a 12 2 2 7 4
SIN Ho 0.731 - 0.394 0.405 0.875 0.481
(42) He 0.793 - 0.524 0.444 0.586 0.469
Pyw 0.0 - 0.007 0.0 0.883
Rs 6.45 1.0 3.21 3.57 3.21 3.488
a 12 1 4 8 6
NAY Ho 0.4 - 0.033 0.566 0.766 0.353
(30) He 0.803 - 0.095 0.446 0.486 0.366
Py.w 0.0 - 0.051 1.0 1.0
Rs 5.87 1.0 1.55 2.82 2.0 2.648
a 9 1 2 3 2
MICH Ho 1.0 0.647 0.5 0.75 0.764 0.732
(20) He 0.863 0.479 0.523 0.53 0.648 0.608
Py.w 1.0 1.0 0.294 1.0 0.015
Rs 7.04 2.80 2.92 3.28 3.88 3.984
a 8 3 3 5 5
OAX Ho 0.875 1.0 0.75 0.50 0.666 0.758
9 He 0.632 0.5 0.468 0.60 0.666 0.573
Py,w 0.844 1.0 1.0 0.060 0.095
Rs 3.0 2.0 2.0 3.86 3.92 2.956
a 3 2 2 4 4
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Locus/ Cli-12 Cli-13 Cli-106 Cli-112 Cli-119 Total
Localidad a7 (6) (5) (11) (8)
CHIP Ho 0.866 - 0.153 0.625 0.933 0.515
(16) He 0.866 - 0.378 0.503 0.611 0.471
Puw  0.503 - 0.014 0.933  0.998
Rs 7.50 1.0 2.76 3.30 3.32 3.576
a 10 1 3 5 4
CAM Ho 0.0 0.500 0.125 0.818 0.727 0.434
(11) He 0.545 0.505 0.554 0.557 0.495 0.531

Pow 00 0059 00009 10  0.982
Rs 374 292 38 296 20  3.09

a 4 3 4 3 2
TAB Ho 0.176  0.222 0.0 0.444  0.666 0.302
(18) He 0.666  0.507 0426 0378 0.531 0.501

Pow 00 0005 00005 10  0.888
Rs 413  2.38 2.0 328 246 285
a 5 3 2 5 3

Clave (N) y Loci (# de alelos), heterocigosis observada (Ho), heterocigosis esperada (He), valores de
probabilidad para el ajuste al modelo de equilibrio de H-W (Pnw), Riqueza alélica (Rs), nimero de

alelos presentes por locus (a).Valores significativos en negritas.

Tabla 7. NUumero de alelos por loci observados (N) y estandarizados utilizando el analisis de rarefaccién
(ND).

Loci/ Cli-12 Cli-13 Cli-106 Cli-112 Cli-119 Total
Localidad N Nr N Nr N Nr N Nr N Nr | NT NrT
BC 9 11 2 2 4 5 5 5 4 5 24 27
BCS 12 10 2 2 2 2 7 7 4 4 27 26
SIN 12 9 1 1 5 5 8 4 6 4 32 25
NAY 9 10 1 1 2 1 3 4 2 2 17 22
MICH 8 10 3 3 3 3 5 4 5 5 24 26
OAX 3 4 2 2 2 2 4 5 4 5 15 25
CHIP 10 9 1 1 3 4 5 4 4 5 23 25
CAM 4 5 3 4 4 5 3 4 2 2 16 25
TAB 5 5 3 3 2 2 5 4 3 3 18 24
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El analisis de rarefaccién para el conjunto de datos de microsatélites, mostré
que no existen diferencias significativas del nimero de alelos esperados con respecto
del nimero de alelos observados. De la misma forma en cada uno de los loci
analizados se observd que no existe diferencias significativas en este andlisis lo que
sustenta que aun en localidades con un tamafio de muestra pequefio fue posible
detectar un nimero adecuado de alelos para un buen analisis (Tabla 7).

Las pruebas de neutralidad realizadas para los datos de microsatélites (Ewens-
Watherson, 1972; Chakraborty, 1990), no mostraron valores significativos indicando
que las muestras se encuentran en equilibrio, por lo tanto todos los loci de las

muestras analizadas se consideraron en condiciones de neutralidad (Tabla 8).

Tabla 8. Resumen estadistico de diversidad para datos de microsatélites por poblacién. Numero de
organismos analizados por localidad (N). Diversidad genética por localidad (H). Diversidad genética
promedio sobre el total de loci analizados (Hy), y pruebas de neutralidad Ewens-Watherson, 1972 y

Chakraborty, 1990, con sus valores de probabilidad entre paréntesis.

E-W Ch

Regidn Clave N H. Hr.
Obs. - Esp. (P) Obs. - Esp. (P)

BC 10 0692 0592 - -
BCS 20 0577 0.686 0.037-0.037 (0.917) 32-30.53 (0.362)
SIN 42 0475 0651 0.019-0.019 (0.773) 65-64.06 (0.461)
Pacifico NAY 30 0372 0465 0.063-0.053 (0.475) 31-31.82 (0.644)
Mexicano ~ MICH 20 0.623 0543 0.047-0.039 (0.924) 31-29.49 (0.360)
OAX 9 0600 0705 0.061-0.061(1.0) 17-17.05 (0.756)
CHIP 16 0488 0260 0.060-0.056 (0.516) 23-23.52 (0.673)
Golfo de CAM 11 0568 0558 0.057-0.059 (0.971) 19-18.64 (0.560)
México TAB 18 0518 0455 0.050-0.046 (0.816) 27-25.776 (0.397)
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La prueba de poder estadistico para detectar diferencias entre el tamafio de las
muestras, presenté un valor promedio de Fsr = 0.009, el cual resultd no significativo (P
= 0.8), de acuerdo al valor esperado Fsr = 0.01. En el andlisis de componentes
principales realizado para los datos de mtDNA, el 1er y 2° componente representan el
94.96 y 3.72% de la variacion estimada, para el total de las poblaciones analizadas
mientras que el 73.4 y 19.3% del ler y 2° componentes explican la variacion estimada
Unicamente para las localidades del Pacfifico. Las agrupaciones que se observaron
para ambos casos muestran una separacion clara entre las muestras con mayor
diversidad genética que son SIN, NAY y MICH, con respecto al resto de las muestras
(Figura 14 a y b).

En el andlisis de componentes principales para los datos de microsatélites se
observd que el ler y 2° componentes representan el 51.8% y 17.5% para el total de
localidades, mientras que el 57.68 y 19.78% para las localidades del Pacifico explican
la variacion estimada. Las tres agrupaciones que se observaron tanto en al analisis
para el total de localidades como para el de localidades del Pacifico fueron las
siguientes: la primera agrupacion con las localidades de SIN, NAY y CHIP, que era de
esperarse ya que son las localidades que presentaron menor diferenciacion
poblacional. La segunda agrupacion se observaron el resto de las localidades, de las
cuales BC y OAX fueron las mas diferente (Figura 15 a y b) y en la tercera agrupacion
las localidades del Golfo de México (CAM y TAM).
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Figura 14. Grafica de componentes principales para datos de mtDNA. a) PCA para el total de las

localidades. b) PCA para localidades del Pacifico mexicano.
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Figura 15. Gréfica de componentes principales para datos de microsatélites. a) PCA para el total de las

localidades. b) PCA para localidades del Pacifico mexicano.
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DIVERGENCIA POBLACIONAL

Las pruebas exactas entre pares de poblaciones para analizar la homogeneidad
en las frecuencias de los alelos analizados con mtDNA, presentd valores significativos
tanto para comparaciones entre el Pacffico mexicano con el Golfo de México como
entre localidades del Pacifico, observandose una mayor heterogeneidad en las
localidades de MICH y BCS (Tabla.9).

Los indices de divergencia poblacional en el total de localidades obtenido
mediante ARLEQUIN fue de ®sr = 0.586, mientras que el mismo indice para las
localidades del Pacifico mexicano fue de ®sy = 0.057. Se observd divergencia
poblacional, entre localidades del Pacifico mexicano y Golfo de Meéxico. Las
diferencias significativas entre localidad del Pacifico mexicano, se presentaron entre
BCS con las localidades de NAY y MICH (Tabla 9). Resultados que coincide con el
andlisis de la prueba exacta.

Los resultados para la prueba exacta mostraron diferencias significativas entre
algunas poblaciones (Tabla 10), sin embargo, la localidad de SIN fue la que presenté
mayor cantidad de valores significativos para este analisis. Los valores de divergencia
poblacional Fst entre pares de localidades para los datos de microsatélites, mostraron
valores significativos en las comparaciones de la poblaciones de BC con el resto de
las poblaciones, asimismo, entre algunas localidades de BCS con las comparaciones
de las poblaciones de SIN, NAY, MICH y TAB (Tabla 10).

Los valores mas altos de Rsr obtenidos entre pares de poblaciones se
observaron entre las comparaciones entre BC con el resto de las localidades, mientras
que los valores mas bajos se presentaron en las localidades de SIN, NAY y MICH
(Tabla 11)
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Tabla 9. Valores de divwergencia ®st entre pares de poblaciones y entre paréntesis valores de

probabilidad, bajo de la diagonal. Valores de probabilidad para datos de secuencias entre pares de

poblaciones evaluada mediante la prueba exacta,

representan valores significativos segun la correccion de Bonferroni,

correccion.

sobre la diagonal.

Los valores en negritas

* valores significativos sin

Region Clave BC _ BCS SIN __ NAY MICH OAX CHIP CAM TAB
BC -10) 10 0.769 0664 -10 -1.0 <0.005 <0.005
BCS 0.0 0.220 0073 0.042* -10 -1.0 <0.005 <0.005
(0.999)
Pacifico SIN 0029 0.102 0.051 0579 0856 0.406 <0.005 <0.005
(0.375) (0.051)
Mexicano NAY 0.057 0.132* 0.013 0.261 0570 0.287 <0.005 <0.005
(0.310) (0.022) (0.240)
MICH 0.049 0.147* -0.02 0.003 0.366 0.246 <0.005 <0.005
(0.276) (0.045) (0.593) (0.375)
OAX 0.0 00 005 0078 0.075 1.0 <0.005 <0.005
(0.999) (0.999) (0.196) (0.170) (0.258)
CHIP 00 00 0072 01 0104 00 <0.005 <0.005
(0.999) (0.999) (0.124) (0.076) (0.143) (0.999)
Golfode CAM 1 1 0679 0693 076 1.0 1.0 (-1.0)
(0.0) (0.0) (0.0) (00 (0.0) (0.0) (0.0
México TAB 1 1 0717 073 0803 1.0 1.0 0.0
(0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.999)
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Tabla 10. Valores de divergencia Fst entre pares de poblaciones, entre paréntesis valores de

probabilidad (bajo de la diagonal) y valores de probabilidad mediante la prueba exacta entre pares de

poblaciones para datos de microsatélites (sobre la diagonal). Valores en negritas, son significativos

segun la correccion de Bonferroni, * valores significativos sin correccion.

Region Clave BC  BCS SIN __ NAY MICH OAX CHIP CAM  TAB
BC 0.00l 0004 00 0003 0482 0006 0123 00
BCS 0.144 0.005 0.0 00 0004 0006 0.006 0.002
(0.0)
Pacifico SIN 0454 0.076 0.040* 0.0 0.024* 0.001 0.046* 0.027*
(0.0)  (0.0)
Mexicano NAY 0411 0.088 -0.010 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
(0.0) (0.0) (0.783)
MICH 0297 0045 0.033 0011 0.006 0.001 0.0 0.0
(0.0) (0.009) (0.072) (0.198)
OAX 0.324 0.029 0029 0.048 0.067 0.003 0.057 0.0001
(0.0) (0.135) (0.144) (0.063) (0.072)
CHIP 0314 0.045* 0031 0011 -0.022 0.083* 0.098 0.0125*
(0.0) (0.027) (0.054) (0.198) (0.954) (0.045)
Golfode CAM 0263 0026 0022 00005 -0.027 0.033 -0.014 0.591
(0.0) (0.162) (0.117) (0.315) (0.801) (0.180) (0.558)
México TAB 0455 0.109 -0.0003 -0.007 0027 0.082* 0.014 0.036
(0.0) (0.0) (0.387) (0.558) (0.135) (0.018) (0.207) (0.171)
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Tabla 11. Valores de divergencia Rst entre pares de poblaciones, para datos de microsatélites.

Region Clave BC BCS SIN NAY MICH OAX CHIP CAM TAB

BC -
BCS 0.1694 -
Pacifico  SIN 0.8329 0.0827 -
Mexicano NAY 0.6996 0.0964 0.0 -
MICH 0.4238 0.0471 0.0347 0.0120 -
OAX 0.4801 0.0300 0.0308 0.0504 0.0723 -
CHIP 0.4582 0.0479 0.0327 0.0120 0.0 0.0916 -

Golfode CAM 0.3581 0.0268 0.0225 0.0005 0.0 0.0344 0.0 -
Meéxico TAB 0.8372 0.1223 0.0 0.0 0.0284 0.0904 0.0147 0.0381 -

Las pruebas de AMOVA realizadas jerarquicamente respecto a la ubicacion
geografica de las localidades, todas resultaron significativas (Tabla 12) y corroboran la
divergencia mediante ambos marcadores. Las pruebas de AMOVA realizadas con
datos mitocondriales muestran una divergencia muy marcada entre cuencas oceanicas
con el 79% de diferencias atribuidas a caracteristicas genéticas. La divergencia entre
algunas localidades entre norte centro y sur se logran observar en el analisis con el
8% de diferencias. Debido a alta diversidad observada en las muestras de la region
centro del Pacifico mexicano, se decidié conocer el efecto de diferencia entre las
localidades ubicadas en los polos de la regidn central del Pacifico, y se encontré una
diferencia genética del 12%, lo que confirma la divergencia de esta regién con el resto
de las localidades.

El AMOVA para los datos de microsatélites muestra una diferencia entre
cuencas oceanicas no tan marcada (7%) como con los datos del mtDNA, sin embargo,
la falta de una mayor diferenciacion entre océanos, puede deberse a que las
poblaciones de ambas zonas oceanicas comparten alelos con frecuencia similares en
algunos loci, posiblemente debido a un efecto de homoplasia. En el andlisis de
jerarquias para localidades norte centro y sur del Pacifico mexicano, se observd un
mayor porcentaje de diferencias debidas a caracteristicas genéticas (13%), mayor al

observado con mtDNA.
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Por lo anterior se realiz6 un AMOVA considerando dos grupos, uno formado por
las localidades del norte, que corresponden Unicamente a las localidades de BC y
BCS, y un segundo grupo por el resto de las localidades del Pacifico mexicano, y se
corrobor6 que el 18% la diferencia se debe a caracteristicas genéticas de las
poblaciones de la region norte la ser comparadas con el resto de las localidades

principalmente por la divergencia de la localidad BC (Tabla 12).
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Tabla 12. AMOVAS realizadas entre grupos, Pacifico mexicano y Golfo de México, asi como separacion

de grupos norte, centro y sur de las localidades del Pacifico mexicano.

Marcador Fuente de varianza df. Var. Total (%) @sry Fsr(P)
Entre grupos (PM y GM) 1 0411 7.7 0.791(<0.005)
Entre poblaciones dentro de los grupos 7  0.007 1.47
Mitocondrial Dentro de poblaciones 140 0.110 20.83
Entre los grupos del Pacifico 2 0.014 9.76 0.088
(Norte, Centro y Sur) (0.027)
Entre poblaciones dentro de los grupos 4  -0.001 -0.88
Dentro de poblaciones 113 0.136 91.12
Entre grupos (PM y GM) 1 -0.007 -2.84 0.075 (<0.005)
Entre poblaciones dentro de losgrupos 7  0.027 10.35
Dentro de poblaciones 343 0.247 92.49
Entre los grupos del Pacifico 2 0.023 7.97 0.1307
(Norte, Centro y Sur) (<0.005)
Entre poblaciones dentro de losgrupos 4  0.014 5.11
Microsatélites Dentro de poblaciones 287 0.250 86.92
Entre los grupos del Pacifico 1 0.045 14.81 0.1862
(Norte, Centro-Sur) (<0.005)
Entre poblaciones dentro de losgrupos 5  0.011 3.81
Dentro de poblaciones 287 0.250 81.38
Entre los grupos del Pacifico 2 0.039 12.97 0.1676
(BC, BCS+Centro y Sur) (<0.005)
Entre poblaciones dentro de los grupos 4  0.011 3.79
Dentro de poblaciones 287 0.250 83.24

-60 -



E«/AW Castille Olgm’m
RESULTADOS

El analisis global de asignacion individual realizado con los datos de
microsatélites con el programa STRUCTURE para todas las localidades (Pacifico
Mexicano y Golfo de México) mostré un valor maximo de Ln = 1677.83 (Var = 313.23)
con K = 6, indicando una estructura genética de probablemente seis poblaciones. Sin
embargo, la prueba de Evanno detectd una K = 2, sugiriendo solo estructura
poblacional entre las dos regiones oceanicas (Figura 16 a y b).

El andlisis para las localidades del Pacifico mexicano, mostré un valor maximo
de Ln = 1621.17 (Var = 85.96) para una K = 2, mismo que fue observado en la prueba
de Evanno (K = 2). Esto coincide con la prueba de AMOVA para datos de
microsatélites, el cual establece la presencia de dos unidades genéticamente
independientes (Figura 17 a 'y b).
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Figura 16. a) Andlisis STRCTURE vy b) Prueba de Evanno, para total de localidades.
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Figura 17. a) Analisis STRCTURE y b) Prueba de Evanno, para localidades del Pacifico mexicano

La correlacion entre indices de divergencia poblacion obtenida mediante ambos
marcadores (nuclear y mitocondrial) de S. lewini presentd un valor negativo de
correlacion r = -0.1174 que, aunque no es significativo, sugiere una relacion inversa
entre los indices, lo que indica que la divergencia encontrada entre las localidades de
mayor diferencia con datos de mtDNA, se observa menor divergencia en
microsatélites. Esto sugiere que los niveles de divergencia presentan una importante

relacion con el desplazamiento de hembras y machos (Figura 18).
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Figura 18. Gréfica de correlacion entre valores de divergencia poblacional ®@sty Fsr.

AISLAMIENTO POR DISTANCIA

No se observd un ajuste significativo al modelo de Aislamiento por distancia a
través de la correlacion entre valores de ®st y Fsr estandarizados y distancias
geograficas de las localidades del Pacifico mexicano, estimados mediante ambos
marcadores, mtDNA y microsatélites (r = -0.282, P = 0.910, r = 0.492, P = 0.086,
respectivamente; Figura 19). Este mismo patron se corrobora en los agrupamientos

realizados, donde poblaciones del norte se agrupan con las del sur (ver mas adelante).
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Figura 19. Aislamiento por distancia, correlacion entre las distancias geograficas y los valores de @s7y
Fstestandarizados para localidades del Pacifico mexicano. a) Datos de mtDNA b) Datos de

microsatélites.

Los dendrogramas obtenidos mediante el método de UPGMA usando
distancias genéticas de Nei (1978) presenta clara la separacion entre cuencas
ocedanicas y entre las localidades de mayor diversidad en el Pacifico mexicano con
aguéllas que no muestran variacion. Esta representacion de relaciones genéticas es
mas acorde a la ubicacion geografica de las muestras separando las poblaciones de
ambas cuencas oceanicas. En el Pacifico mexicano las poblaciones del norte, se unen
indistintamente con las del sur, y las poblaciones de la regién central que presentan
los mayor valores de diversidad se mantienen agrupadas (Figura 20 a).

Mientras que la agrupacién mediante distancias de Reynolds et al., (1983),
refleja claramente dos grupos uno formado por las localidades de mayor diversidad
como SIN, NAY y MICH, y un segundo grupo conformado por las localidades que no
presentaron diversidad genética, incluyendo las localidades del Golfo de México
(Figura 20 b).
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Figura 20. Dendrogramas para datos de mtDNA mediante método UPGMA a) Distancias genéticas de
Nei, 1978 y b) Distancias genéticas de Reynolds et al., 1983. Proporcion de réplicas similares en cada

nodo y entre paréntesis el porcentaje del soporte del nodo.
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El dendrograma realizado mediante datos de microsatélites con distancias de
Nei (1978), presentd varios grupos: Uno formado Unicamente por localidades del Golfo
de México y otro conformado por otras localidades ubicadas en diferentes partes
(norte, centro y sur) del Pacifico mexicano, dejando por separado, las localidades que
presentan claramente diferencias significativas al resto de las localidades, como BC,
OAXy MICH (Figura 21 a).

El dendrograma obtenido mediante distancias de Reynolds et al., (1983)
muestra agrupaciones similares una donde hay la separacion individual de las
localidades que presentan el menor nimero de muestra (BC y OAX). Otro de los
grupos agrupa las localidades de CHIP, SIN y NAY, estas dos Ultimos presentan una
divergencia con la de BCS. Por ultimo se observa un grupo donde las muestras
correspondientes al Golfo de México parecen ser el Ultimo nodo que conforma este
grupo, junto con localidades del Pacifico (Figura 21 b). Ambos dendrogramas

muestran la clara divergencia de BC.
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Figura 21. Dendrogramas de los datos de microsatélites mediante método UPGMA.
a) Distancias genéticas (Nei, 1978) y b) Distancias genéticas (Reynolds et al., 1983). Se muestran la

proporcién de réplicas similares en cada nodo y entre paréntesis el porcentaje del soporte del nodo.

EXPANSION POBLACIONAL Y FLUJO GENETICO

Las estimaciones del valor promedio de flujo genético obtenidas mediante
ambos marcadores, para pares de localidades en 5 corridas, utilizando el programa
MIGRATE, resultaron similares (ver anexos). Los valores de flujo genético mas alto se
observaron en las estimaciones realizadas mediante el mtDNA con un intervalo entre
los 154 — 600, mientras que los microsatélites presentaron una estimacion de flujo
genético va de 17 — 668. La mayor cantidad de flujo genético se presenté entre las
regiones norte y sur con un intervalo de 235 - 668 migrantes. El intervalo de los
promedio del tamafio poblacional estimado mediante los datos de mtDNA fue de 27 a
127, mientras que el obtenido a partir de los microsatélites fue mayor (77 a 114). Las
localidades con un mayor tamafno efectivo poblacional derivados de los datos de
MtDNA y microsatélites fueron OAX (127) y BC (114) (respectivamente) y la de menor
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tamafio efectivo poblacional fue NAY estimado igualmente mediante ambos

marcadores (27, mtDNA y 77, microsatélites) (Tabla 13).

Tabla 13 Valores de migrantes entre pares de poblaciones, con un sentido de migracién (Izquierda —
derecha). Los valores originados de datos del mtDNA se muestran arriba de cada recuadro, mientras
que los segundos valores de cada recuadro corresponden a datos de microsatélites. Valores promedio

de © para datos de mtDNA (en horizontal), valores © para microsatélites (en vertical).

BC BCS SIN NAY MICH OAX CHIP CAM TAB

- 60 27 47 62 84 127 56 66 49
BC 44514  416.4 377.54 488.92 467.58 534.38 398.7  439.86
114 327.871 25.857 47.211 275.731 484.558 457.319 479.352  234.396
BCS  475.88 455.4 362.58 46506 521.9 571.54 362.58  423.6
115  599.203 66.198 69.835 234.745 565.630 435.704 595.148  382.258
SIN  461.74 541.42 506.38 462.36 393.08 439.6 499.52  406.44
105 576.200 296.794 149.621 320.952 667.946 401.842 617.081  399.176
NAY  479.2 4631 2655 483.22 486.3 432.74 434.22  469.42
77 433.687 429.054 96.198 400.075 508.431 325.033 572.121  325.264
MICH 4953  569.4 42856 385.26 562.7 383.48 47452  477.04
105  609.441 357.691 37.934 30.374 611.520 543.976 517.813  291.845
OAX 55544 447.82 326.2 520.02 478.48 537.46 441.86  375.9
111  497.254 356.656 17.510 37.869 289.888 469.121 491.803 231.136
CHIP 58276 453.7  452.4 360.24 504.28 542.2 494.16  442.44
97 510460 239.086 30.629 97.098 387.831 543.903 551.485  283.980
CAM 54692 370.48 330.02 237.28 368.36 376.42 448.9 439.44
96  599.663 436.084 22.495 74.061 288.335 511.034 427.962 313.563

TAB 459.7 393.5 346.48 153.78 287.28 467.84 454.34 580.04
86 602.553 358.885 71.132 45.598 357.795 635.681 475.048 588.632

DEMOGRAFIA HISTORICA

La estimacion de 1 0 el tiempo correspondiente momento de la expansion, para
el total de las secuencias analizadas fue de 0.666 (s.d 1.247). La estimacion de 1y del
tiempo desde la expansion poblacional (T) son muy similares en las poblaciones
analizadas principalmente para las localidades de SIN y MICH (Tabla 14). La gran
diferencia entre los parametros demograficos 6y y 61 en las muestras de SIN, NAY y

MICH, sugieren una rapida expansion poblacional y las estimaciones de T, mostraron
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un incremento reciente en la demografia historica aproximadamente hace 262,600
afos, mientras que la estimacion de una expansion espacial resultdé mas antigua, hace

aproximadamente 470 mil afios. (Tabla 15).

Tabla 14. Pardmetros de demografia histérica mediante datos mitocondriales, para localidades con
variacion genética. t = 2u T donde p es la tasa de mutacion de 0.8% sustituciones por millon de afios
para mtDNA region control en tiburones (Duncan et al., 2006) y, T es el tiempo desde la expansién
poblacional, ®9 = 2uNp antes de la expansién, ©; = 2uN; después de la expansion, suma de la

diferencias de cuadrados (S.S.D).

Localidad T T 6, (X S.S.D
SIN 3.0 262,600 0.0017 0.502 (7,700) 0.141
NAY 0.0 ?? 0.0 99999.0 (1.5x10°% 0.307

MICH 3.0 262,600 0.2173 0.442 (6,800) 0.204

Tabla 15. Pardmetros expansion espacial, para localidades con variacién genética de mtDNA. ¢z = 2uT y
T es el tiempo desde la crecimiento espacial de la poblacion, @y es el tamafio efectivo de hembras para

la poblacion inicial, suma de la diferencias de cuadrados (S.S.D).

Localidad T T °N M
SIN 5.408 473,400 0.006 (92.0) 0.721
NAY 4.655 407,500 0.001 (15.0) 0.916

MICH 5.340 467,500 0.001 (15.0) 0.734

Los resultados del andlisis de evolucion de estimacion Bayesiana, mostraron un
reciente declive en el tamafio poblacional de las hembras en el Pacifico mexicano, que
se estima que ocurri6 de hace 2,000 a 2,500 afos, y el tiempo estimado de la
reduccion de los tamafios poblacionales en las poblaciones de SIN, NAY y MICH, que
muestran valores diferentes de cero, fueron mas recientes, alrededor de 600, 250 y

100 afios respectivamente (Figura 22).
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Figura 22. Skyline plots para datos de mtDNA en el Pacifico Mexicano.

Los valores de diferencias nucleotidicas entre pares de secuencias para el total
de las poblaciones analizadas, no presentd un ajuste al modelo de distribucion
propuesto por Rogers y Harpending (1992), ya que se observd una distribucién
bimodal indicando un posible cuello de botella para la especie y para la poblaciéon de
SIN, sin embargo para las poblaciones de NAY y MICH, se observd un ajuste al
modelo, lo que sugiere un proceso de expansion poblacional en estas dos localidades
del Pacifico mexicano (Figura 23).

Los valores de probabilidad de la distribucion de las diferencias nucleotidicas
pareadas en las localidades que mostraron diversidad, se observé que los valores de
Fu's (Fs) resultaron positivos y no significativos. La estimaciones de distribucién de
diferencias nucleotidicas pareadas resultaron con una distribucion unimodal para las
localidades de NAY y MICH (SSD = 0.307, P <0.005; SSD = 0.204, P = 0.032
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respectivamente) lo que sugiere un ajuste al modelo de expansién demografico de
estas poblaciones. Sin embargo, se observd una distribucion bimodal para la localidad
de SIN (SSD = 0.141, P = 0.058; Figura 24), donde no se puede hablar de una
expansion demografica, pero si de un probable evento de cuello de botella para la
poblacion de Sinaloa. También es posible que también haya sufrido un proceso de
expansion poblacional en dos diferentes tiempos. Aunque el indice de Harpending
raggedness (1994) presentd un intervalo de 0.4019 (NAY) a 0.648 (MICH), ninguno

resultd significativo en las tres localidades con diversidad diferente de cero.
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Figura 23. Distribucion de nimero de diferencias entre secuencias para un fragmento de la region
control en S. lewini para el total de muestras analizadas en el Pacifico mexicano. Linea continua

corresponde al modelo esperado.
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Figura 24. Distribucion de diferencias nucleotidicas (linea continua) con ajuste al modelo de expansion

poblacional segin Rogers (linea punteada larga) en las localidades con mas de un haplotipo. Linea

punteada corta corresponde al modelo de expansién espacial de (Ray et al., 2003).
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FILOGEOGRAFIA

Los datos obtenidos no fueron suficientes para determinar un patrén filopatrico,
sin embargo, la genealogia obtenida con datos mtDNA, bajo el modelo evolutivo
HKY85 + G = 0.395 con el método de ML, mostro evidencia del reciente surgimiento
de los haplotipos encontrados, con excepcion de haplotipo “E” (Figura 25). De igual
forma la genealogia de haplotipos utilizando los datos previos publicados sobre esta
especie (Duncan et al., 2006), mostr6 la existencia de dos linajes de la regién control
de mtDNA; uno representado por el haplotipo "E", el cual conserva las caracteristicas
ancestrales en el Golfo de México, mientras un segundo clado se formé con el resto de
los haplotipos presentes en el océano Pacifico y los cuales se sugieren con origen
mas reciente (Figura 26). La maxima diferencia con el Golfo de México es resultado
del aislamiento por el cierre del Istmo de Panama y coincide con publicaciones previas
sobre la misma especie realizadas por Duncan et al. (2006).

Todo lo anterior se corrobora mediante el analisis de clados anidados, donde se
obtuvo una red de haplotipos, en la que se observé una importante separacion con
base en el numero de pasos mutacionales entre el haplotipo “E”, presente en ambas
cuencas oceanicas El surgimiento de este haplotipo se ubica en un tiempo de 3.6
millones de afios considerando una tasa mutacional de 0.8% de sustituciones por
millén de afos, dado que las diferencias con el resto de las haplotipos fue de 21 pasos
mutacionales, mientras que la época del surgimiento de los haplotipos “C” y “B” es de
aproximadamente 700 mil afios y del “D” es de 525 mil afos (Figura 27), tiempo que
podrian corresponder a periodos de reduccidon e incremento poblacional durante

eventos interglaciares.
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Figura 25. Genealogia de haplotipos de region control obtenida mediante método de maxima

verosimilitud.
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Figura 26. Genealogia de haplotipos de region control obtenida mediante método de distancias

genéticas.
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21

Figura 27. Red de haplotipos con nimero de pasos mutacionales, obtenidos de un fragmento de la

regidon control de mtDNA en Sphyrna lewini.
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DISCUSION

En el presente estudio, se detectd dos panoramas diferentes en cuanto a la
estructura poblacional de Sphyrna lewini, ya que los datos mitocondriales no muestran
la presencia de una divergencia poblacional, mientras que los datos nucleares
sugieren principalmente divergencia de la poblacién méas nortefia (BC) del Pacffico
mexicano.

Los resultados del presente estudio rechazan la hipotesis de la probable
filopatria sugerida para esta especie (Klimley, 2003), ya que no se observd una
estructura poblacional definida que corresponda con las posibles areas de crianza y
alimentacion reportadas en el Pacifico mexicano (Bizzarro et al., 2007; Salomon-
Aguilar et al., 2009; Anislado, 2008; Alejo- Plata et al., 2006 a; 2006 b). Sin embargo
se acepta la hipétesis establecida en este trabajo, ya que se observé dos unidades
evolutivas independientes las cuales presentan un patron filogeografico relacionado

con eventos de periodos interglaciares y el cierre del Istmo de Panama.

DIVERSIDAD GENETICA

Los niveles de diversidad encontrada mediante marcadores mitocondriales y
nucleares en el presente estudio mostraron niveles de variacion genética similares a
los reportados para otras especies de tiburones (Keeney y Heist, 2003; Stoner et al.,
2003). En el Golfo de México, los bajos niveles de diversidad detectados con datos
provenientes de mtDNA, coinciden con los datos de variacion genética reportados para
S. lewini en esta regién (Duncan et al., 2006). Ademas de que la presencia del
haplotipo “E” puede ser el resultado del flujo genético histérico, estimado 3.6 millones
antes del cierre del Istmo de Panam4, evento que ha marcado a la biodiversidad en
ambas cuencas oceanicas.

Estos niveles de diversidad detectada, puede ser el resultado no solo de la
homogeneidad del ambiente, sino también de posibles reducciones poblacionales
durante ciclos glaciares ocurridos hace aproximadamente 120 000 afios (Palumbi,
1994).
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Aunque el menor nimero de alelos presentes en las localidades de BCS y OAX,
podria ser efecto del modesto tamafio de muestra, BC (n = 10) y OAX (n = 9), estos
son similares a algunos estudios en elasmobranquios ya que utilizan tamafos
muestreales parecidos. Tanto el analisis de rarefaccidon como la prueba de robustez
estadistica mediante POWSIM, no mostraron valores significativos que determinaran
alteraciones en los resultados de los analisis debidos al tamafio de muestra. Por lo que
se considera que el nimero de muestra fue adecuado y que los resultados obtenidos
son confiables. También, ambas localidades presentaron cierto aislamiento en los
agrupamientos realizados, debido a la presencia de alelos unicos, con frecuencias
altas en loci diferentes (Cli-112 y Cli-13 respectivamente), lo que estd generando una
diferencia importante con el resto de las muestras analizadas.

La diversidad genética presente en los organismos del Pacifico y del Atlantico
detectada mediante microsatélites, muestra valores similares debido a que comparten
una importante cantidad de alelos que ademas se presentan con frecuencias similares.
La similitud de las frecuencias alélicas encontradas en ambas cuencas oceanicas
puede ser resultado de un efecto de homoplasia, lo que se ha reportado con
frecuencia en marcadores hiper-variables como los microsatélites (Estoup et al., 2002)
ya que se ha sugerido que en los alelos de microsatélites de menor tamafio, como
puede ser el caso de los loci analizados, se reducen los posibles estados alélicos

favoreciendo la aparicion de la homoplasia mencionada (Estoup y Cournuet, 1999).
DIVERGENCIA POBLACIONAL Y FLUJO GENETICO

Es méas evidente que la estructura genética de los organismos marinos
pelagicos es compleja, debido a las interacciones historicas y actuales entre factores
ambientales, ecoldgicos y bioldgicos como: la demografia, la capacidad de dispersion
y los tiempos de permanencia de larvas u organismos juveniles en zonas de
alimentacion.

El mtDNA, presenta una tasa mutacional relativamente alta de 3.6 x 107®
sustituciones por millon de afios en teledsteos (Donaldson y Wilson, 1999), ademas de

tener caracteristicas ya mencionadas, que hacen de este marcador una importante
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herramienta para la obtencién de informacién genética dentro de un contexto histérico
(Avise, 2004). EI DNA nuclear por su parte, y en especial los microsatélites, presentan
una tasa mutacional muy elevada entre 10 a 1072 sustituciones por millén de afios
(Weber y Wong, 1993), mayor incluso a la observada en algunas regiones de mtDNA
altamente variable (Chakraborty et al., 1997), caracteristica que permite determinar
procesos evolutivos relativamente recientes en peces marinos.

Los resultados del andlisis de mtDNA del presente estudio coinciden con los
resultados de Duncan et al., (2006), realizados con el mismo marcador, donde las
localidades correspondientes a la zona norte (BC y BCS) no muestran diferencias
significativas con las localidades ubicadas mas al sur del Océano Pacifico. Este mismo
patron de homogeneidad entre localidades situadas en el Pacifico mexicano evaluado
con marcadores mitocondriales, se ha observado en estudios de otras especies de
peces pelagicas (Diaz-Jaimes et al., 2006). Asimismo, es posible que la ausencia de
aislamiento por distancia que no se observé mediante la prueba de mantel, se deba a
la similitud genética detectada entre localidades alejadas entre si como las localidades
del norte (BC y BCS), con las localidades del sur OAX'y CHIP.

Varios estudios de especies pelagicas e invertebrados han detectado, al igual
gue en el presente trabajo, diferencias entre las poblaciones de las zonas estudiadas
con respecto a otras poblaciones del Pacifico oriental (Tripp-Valdez et al., 2010;
Valles-Jimenez et al., 2005; Saavedra-Sotelo et al., 2011). Asi mismo el no encontrar
ajuste al modelo de aislamiento por distancia, puede ser explicado mediante los
resultado del flujo genético con datos de mtDNA, los cuales sugiere un desplazamiento
mayor de hembras entre el norte (BC y BCS) y sur (OAX y CHIP) del Pacifico
mexicano, mientras que en las localidades del centro se evidencia un mayor flujo de
hebras entre localidades cercanas.

Por otra parte los resultados de datos de microsatélites muestran la evidencia
de una reciente divergencia poblacional, entre algunas muestras provenientes de las
localidades del Pacifico mexicano como la localidad de BC con el resto de las
localidades y divergencia de SIN y NAY con BCS. Esto corresponde con las
estimaciones mas bajas de migrantes entre estas localidades mediante los analisis de

datos nucleares, reflejando una menor movilidad de organismos (posiblemente
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machos ya que no se observd divergencia con mtDNA) a la regién central del Pacffico
mexicano.

La poblacién BC mostré los mayores valores de riqueza alélica y de diversidad
genética, lo cual podria estar relacionado con la divergencia observada de esa
localidad mediante microsatélites, no detectada mediante el mtDNA donde no se
observé diversidad ni divergencia poblacional. Se ha observado que algunas
poblaciones con altos niveles de diversidad, han presentado también evidencias de un
crecimiento reciente en sus poblaciones (Liu et al., 2006 a; Klanten et al., 2007). La
diversidad y divergencia detectada en BC, puede deberse al efecto de un incremento
poblacional para esta localidad, pues fue la poblacion que present6 los valores mas
altos de tamafio poblacional estimados (Tabla 13).

El flujo genético estimado mediante datos de microsatélites, muestra un mayor
nimero de inmigrantes hacia la poblacion de OAX, procedentes del norte y centro del
Pacifico mexicano con un muy limitado desplazamiento de éstas hacia la regidn
central. Es posible que el Golfo de Tehuantepec represente un area de alimentacion
ylo reproduccion hacia donde las poblaciones del norte y centro se desplazan en
forma directa sin entrar en contacto una con la otra. Estos resultados serian
congruentes con la diferenciacion entre las localidades de BC con el resto de las
localidades con excepcion de OAX, asi como la divergencia entre SIN y NAY con BCS.
De esta manera, las poblaciones de BC, BCS y SIN-NAY, podrian representar
unidades genéticamente discretas sujetas de ser tomadas en consideracion para la
toma de decisiones administrativas de la especie.

Aunado a lo anterior las caracteristicas oceanograficas en el Pacifico mexicano
donde se ha observado que el cambio en la temperatura superficial originar cambios
en la composicion de la biodiversidad de la zona. Asimismo, la cantidad de alimento
disponible en la regiébn puede repercutir en el comportamiento y disminuir el
desplazamiento de algunas especies, a pesar de que se caracterizan por su alta
capacidad de desplazamiento, (Domeier et al., 2005; Domeier, 2006). Este mismo
efecto de diferenciacion poblacional ha sido observado en el Pacifico central en areas
similares a las analizadas, donde otras especies de caracteristicas pelagicas como

Coryphaena hippurus, muestran heterogeneidad entre las poblaciones localizadas en
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esta zona, probablemente debida al cambio de la temperatura superficial en diferentes
épocas del afo (Tripp-Valdez etal., 2010).

Se ha observado que S. lewini es una especie que no realiza grandes
desplazamientos, a pesar de ser un organismo con caracteristicas bioldégicas para
realizarlas, por el contrario presenta una gran afinidad a zonas costeras e islas, asi
como a aguas cdlidas (20 a 24°C), teniendo una residencia prolongada de individuos
en zonas costeras e islas en aguas circundantes a Hawai (Kohler y Turner, 2001),
aungue se desconoce su sexo. La presencia de islas en la region central del Pacfifico
mexicano pueden estar favoreciendo un mayor tiempo de residencia de individuos de
la especie ya sea para procesos de alimentacion y/o apareamiento, limitando su
dispersion. No obstante, existe evidencia de un desplazamiento diferencial de sexos
en algunas especies de tiburones, por lo que no es descartable que los resultados
observados revelen este proceso diferencial en S. lewini (Klimley, 1987; Stevens y
Lyle, 1989; Walker et al., 1999).

Es posible que el efecto de desplazamiento anterior sea propiciado por el patron
de corrientes presente en el Pacifico mexicano, especialmente la corriente de
California y la Costanera de Costa Rica, las cuales fluyen en un sentido norte-sur en el
primer caso, y sur-norte en el segundo. También las corrientes locales de menor
intensidad pudieron haber favorecido el intercambio de organismos entre las regiones
norte y sur del Pacifico mexicano, durante los procesos de expansién demogréfica y
espacial, que experimentaron las poblaciones en esta zona. A ese respecto resulta
consistente el mayor nimero de migrantes entre las zonas mencionadas, estimados
mediante datos de mtDNA (Tabla 14).

Considerando la discrepancia de divergencia genética observada mediante
ambos marcadores, los patrones de divergencia observada sugieren tres posibles
respuestas: una que se deba al desplazamiento diferencial de sexos en el que las
hembras desplieguen una mayor capacidad de dispersion en relacién con los machos
podria explicar la ausencia de divergencia en el mtDNA. Si este fuera el caso, la
movilidad limitada en los machos podria resultar en la divergencia observada en los
microsatélites. Un mayor desplazamiento por parte de las hembras podria estar

relacionado con sus necesidades energéticas relacionadas con su importante
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potencial reproductivo. Asi, la blusqueda de zonas de alta productividad podria
incrementar el desplazamiento de hembras incluso de una zona de crianza a otra
espacialmente lejana.

Otra respuesta a esta divergencia observada entre marcadores puede deberse
a los tamanos poblacional que reflejan los marcadores. Cada marcador permite una
inferencia diferente del tamafio poblacional por las caracteristicas propias de cada
uno, y una ultima explicacion es debido a las diferenciacion en las tasas mutacionales
de los marcadores, ya que la del andlisis del fragmento de la region control de mtDNA,
es menor que la observada en microsatélites, lo que proporciona dos panordmicas en

diferentes tiempos evolutivos.

EXPANSION POBLACIONAL

Procesos climaticos historicos como los ciclos glaciales-interglaciales ocurridos
durante el Pleistoceno(el ultimo ocurrido hace menos de 18,000 afios)., han producido
cambios en el sentido y direccion de las corrientes oceanicas, asi como modificaciones
tanto en la temperatura superficial del agua como en el nivel del mar (Alvarado-Bremer
et al., 2005; Martinez et al., 2006; Vifas et al., 2004), lo que ha derivado en procesos
de extincion-recolonizacion y/o expansion de las poblaciones (Grant y Bowen, 1998).
Esto ha tenido una importante influencia en los patrones de divergencia genética de
las poblaciones en especies pelagicas (Rohfritsch y Borsa, 2005; Gonzalez et al.,
2008).

En el presente estudio, la distribucion del numero de diferencias nucleotidicas
de las secuencias del mtDNA en las localidades de NAY y MICH son congruentes con
un proceso de crecimiento poblacional histérico (Figura 23). En el mismo sentido, los
pardmetros de demografia histérica y las pruebas de neutralidad fueron consistentes
con el modelo de expansiéon subita propuesto por Rogers y Harpending (1992, Tabla
13 y 14), proceso que se ha documentado que repercute en la composicion genética
actual de las poblaciones (Liu et al., 2006; Lecomte et al.,, 2004). De esta forma es
probable que los procesos de expansion poblacional observados mediante el mtDNA

en las localidades de la region central del Pacifico mexicano, oculten la sefial de
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divergencia que fue observada mediante los analisis de microsatélites, principalmente
en las localidades de SIN y NAY.

Lo anterior resulta consistente con una expansién espacial de las poblaciones
del sur hacia el norte mediante un patron de colonizacién gradual. En el Pacifico
mexicano se observd mediante datos de mtDNA, una disminucion de diversidad
genética y bajos niveles de diversidad nucleotidica hacia los polos que pueden estar
asociados a estos eventos de glaciacién, como se ha observado en algunos otros
peces pelagicos de distribucion cosmopolita (Grant y Bowen, 1998).

El crecimiento poblacional y la expansién espacial registrados mediante los
parametros de expansion demografica y andlisis de distribucion de diferencias
nucleotidicas en las localidades de NAY y MICH (Figura 23), pudieron ser respuesta
tanto de fluctuaciones del nivel del mar como cambios de la de la temperatura
superficial del agua en el Pacifico oriental, permitiendo un mayor desplazamiento y
nuevas zonas de alimentacion, como ha sido observado en diversas especies
pelagicas, (Rohfritsch y Borsa, 2005; Gonzalez et al., 2008; Liu et al., 2006; Lecomte
et al., 2004).

Las estimaciones de los parametro demograficos muestran eventos importantes
en la demografia histérica de S. lewini, especialmente en las localidades del centro del
Pacifico mexicano y presentan sefiales de un proceso de expansion que, de acuerdo a
la estimacién del tiempo en que ocurrid este proceso, podria estar relacionada con
eventos geoldgicos durante los periodos interglaciares, ocurridos hace 450,000 -
350,000 afios. Se ha sugerido que durante los ciclos glaciales-interglaciales del
Pleistoceno ocurrieron cambios significativos en los procesos oceanograficos, tales
como el incremento en la temperatura de las aguas superficiales, el aumento en la
concentracién de nutrientes y fluctuaciones del nivel del mar (Andreasen y Ravelo,
1997; Cannariato y Ravelo, 1997; Roy et al., 1996).

Los factores anteriores pudieron haber producido fluctuaciones vy
modificaciones durante los periodos glaciales-interglaciales en la estructura de las
comunidades marinas, lo cual se ha visto reflejado en la historia de vida de algunos
organismos marinos, como la reduccion y expansion demografica histérica de las

poblaciones (Hewitt, 1996; Diaz-Jaimes et al., 2006). Los posibles eventos geoldgicos
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y cambios oceanograficos ocurridos en el Pacifico oriental, pudieron originar procesos
de recolonizacion e incremento poblacional para S. lewini, permitiendo la ocupacion de
nichos vacios, en regiones oceanograficas con el incremento en el ndmero y/o
amplitud de las zonas de surgencias o de alta productividad.

Los resultados obtenidos mediante ambos marcadores que por sus
caracteristicas, frecuentemente muestran panoramas diferentes al emitir sefiales de
divergencia distintas cuando son estudiados de manera simultanea (Buonacorssi et al.,
2001). De esta manera, los resultados en el presente estudio mostraron claramente
dos esquemas de estructura genética, los cuales pueden reflejar distintos tiempos
evolutivos, y mediante una interpretacion conjunta, pueden ayudar a comprender la
situacion actual de las poblaciones de esta especie para formular estrategias de
administracion y conservaciéon adecuadas para el Pacifico mexicano y el Golfo de
México.

Estos resultados sugieren que localidades de la zona norte (BC y BCS) y central
del Pacifico mexicano (SIN y NAY) representan entidades poblacionales
genéticamente discretas y por ello las estrategias de administracion deben tener en
consideracion que su explotacion debe realizarse mesuradamente. Asimismo, debe
considerarse que cuotas elevadas de captura en las regiones norte y sur del Pacifico
mexicano podrian implicar una disminucion en el tamafio de sus poblaciones, lo cual
seria particularmente serio si afectan a aquellas cohortes de S. lewini formadas
principalmente por juveniles y hembras, que son frecuentes en el Golfo de
Tehuantepec, y que son organismos que pueden dispersarse a otras regiones,
contribuyendo a mantener el flujo genético entre localidades al exterior de la region

central del Pacffico mexicano.
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e Los resultados obtenidos mediante el andlisis tanto de un fragmento de la
region control como de microsatélites muestran panoramas diferentes por las
distintas tasas de mutaciéon de cada uno, que muestran dos esquemas de
estructuras genéticas, los cuales son reflejo de distintos tiempos evolutivos.

e Los niveles de diversidad observados mediante los dos diferentes marcadores
analizados corresponden a valores similares a los observados en otros estudios
tanto en otras especies de tiburones como en Sphyrna lewini.

e Se observd una divergencia significativa para las muestras entre ambas
cuencas oceanicas.

e Se observo la evidencia de un flujo genético ancestral gracias al haplotipo “E”
compartido entre ambas cuencas oceanicas, el cual corresponde a un tiempo
de divergencia de 3.6 millones de afos, tiempo anterior al cierre del Istmo de
Panama (3.5 ma).

e Los resultados sugieren que las estrategias de administracion para la zona
central del Pacifico mexicano, deben tomar en consideracion que las
localidades de SIN y NAY representan una entidad poblacional genética
independiente, que el fluo genético reciente hacia estas poblaciones ha
declinado y la cantidad de migrantes hacia el exterior de esta region continua
con niveles similares a los historicos.

e Las localidades del norte (BC y BCS) y del centro (SIN y NAY) del Pacifico
mexicano pueden representar unidades poblacionales genéticamente
diferenciadas, lo que debe ser considerado en el disefio de las estrategias de
manejo para su explotacion.

e Basados en la presencia de poblaciones con alta diversidad y divergencia
genética, las zonas de la boca del Golfo de California y el Golfo de Tehuantepec
podrian ser consideradas como reservorios de diversidad genética, ya que
ambas regiones, que han sido reconocidas como sitios de alimentacion y
reproduccion, fomentan que organismos provenientes de diferentes poblaciones

alli residan.
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Apéndice A

Extraccion de DNA con Buffer Chris-Lysis.

e Se tomaron aproximadamente 0.5 cm?® de tejido muscular, procurando que el
tejido tuviera la menor cantidad posible del amortiguador de transporte; se
realizo la fragmentacion del tejido en una caja de Petri en trozos pequefios, con
ayuda de un bisturi.

e El tejido fragmentado se transfirid a un tubo eppendorf con 500 uL de Buffer
Chris-Lysis y 15 uL de proteinasa K (Gibco BRL 25530-015) (20 mg/mL.) para
incubarse a 56° C durante tres horas.

e Pasado este tiempo se centrifugé por 10 min. a 8,000 rpm.

e Se decantd el sobrenadante y se agregaron 500 uL de Isopropanol, mezclando
suavemente los tubos mediante inversion.

e Se centrifugd nuevamente a 8,000 rpm. durante 5 min. y se obsend la
formacion de un pequefio botén al fondo del tubo.

e Se decantd nuevamente la fase acuosa y se agregaron 150 ulL de Etanol
absoluto, mezclando suavemente.

e Se centrifugé nuevamente a 8,000 rpm. durante 5 min.

e Transcurrido este tiempo se decant6 el alcohol y se dej6é secé el botén en una
centrffuga de vacio (Vacufuge o concentrador 5301 Eppendorf) a temperatura
ambiente de 20 min.

e Finalmente se agregaron 50 pL de solucion TE y se almaceno el stock de DNA

a una temperatura de —20° C, para su posterior analisis.
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Apéndice B

Condiciones de amplificacion de PCR’s

Amplificacion de regidén control mitocondrial

Caracteristicas de mezcla de PCR, para un volumen final de 10 pL.:

e 6.1 uL de HO> bidestilada filtrada con millipore milliex de 0.22 um y esterilizada.

e 1 uL de Buffer 10 X (500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI pH 8.3 15 mM; Promega
M190G).

e 16 uL de mezcla de dNTP’s (1.25 mM dATP, dCTP, dGTP y dTTP; Promega
U1330).

e 0.4 L de “iniciador” CB3RL y 0.2 L de “iniciador” CB6H.

e 0.1 uL de Tag polimerasa, equivalente a 0.5 U/uL (5 U/ul. Promega M1665).

e 1.2 uL de MgCl, (Promega A351H).

e 0.5uL de muestra del stock de DNA.

Condiciones de PCR
e 4 min. a94°C.
e 40ciclos de 1 min. a94, 1 min. a 52°C y 2 min. a 72°C.

e Un ciclo de extension de 7 min. a 72°C.

-104 -



Ew«ugx[ém Castille 0[5««’4«
APENDICES

Amplificacion de microsatélites

Caracteristicas de mezcla para PCR, para un volumen final de 10 plL.:

6.1 uL de HO; bidestilada filtrada con Millipore Milliex de 0.22 um y esterilizada.

1 pL de Buffer 10 X (500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI pH 8.3 15 mM; Promega
M190G).

1.6 uL de mezcla de dNTP’s (1.25 mM dATP, dCTP, dGTP y dTTP; Promega
U1330).

0.4 uL de “iniciador” CB3RL y 0.2 L de “iniciador” CB6H.

0.1 uL de Taq polimerasa, equivalente a 0.5 U/uL (5 U/ul. Promega M1665).

1.2 uL de MgCl, (Promega A351H).

0.5 uL de muestra del stock de DNA.

Condiciones de PCR
4 min. a 95°C.

25 ciclos de 1 min. a 95°C, 30 seg. con la temperatura de alineamiento y 30 seg. a
70°C.

Microsatélites amplificados T°C optima de
alineamiento

Cli-12 58° C

Cli-13 49° C

Cli-38 56° C

Cli-39 56° C

Cli-100 58° C

Cli-106 47° C

Cli-112 58°C

Cli-119 58°C

Un ciclo de extension de 4 min. a 70°C.
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Apéndice C

Geles de acrilamida al para SSCP y microsatélites

(al 8 y 6% respectivamente).

e Se lavaron y limpiaron los vidrios de electroforesis con agua destilada y
después con alcohol.

e Se repiti6 el procedimiento anterior dos veces mas (tres veces en total).

e Se coloco al vidrio al que se pega el gel, 30 pl de solucion de solucion de cianol
y acido acético.

e Se coloco al vidrio que queda libre del gel, 800 pl. de sigmacote y se repartio la
solucién en todo el vidrio y se dejé secar.

e Se colocaron los separadores de 0.05 mm, juntar los vidrios y se colocé en el
dispositivo para hacer el gel.

e Serealizoé la mezcla para gel de acrilamida:

o al 8% desnaturalizante (para SSCP’s): acrilamida: bisacrilamida (37.5:1)
y 5% de glicerol, para un volumen de 55 ml. Se mezclé 10.71 mL de
acrilamida al 40%, 5.71 mL de bisacrilamida al 2%, 35.83 mL de TBE 0.5
X'y 275 mL de glicerol. Se extrajo la mayor cantidad de aire de la
mezcla mediante una bomba de vacio durante 15 min. y se agregaron
82.5 mL de TEMED y 82.5 mL de persulfato de amonio al 25% p/v.

o al 6% no desnaturalizante (para microsatélites)

e Se vacio la mezcla entre los dos vidrios evitando que se formen burbujas, dejar
gelificar por una hora.

e Se montaron los vidrios en dispositivo de corrimiento, y se realizaron
electroforesis con buffer TBE 1X (0.09 M Tris, 0.09 M Acido bérico y 0.02 M de
EDTA).

e Por24 hrs., para SSCP’s,

e por 1 hr. 30 min., para microsatélites.
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Apéndice D

Protocolo de tincion con Nitrato de Plata.

e Fijacion: 10 min. en una solucion de acido acético al 5% y metanol al 50%.

e Lavado: 1 min. en agua milli-Q.

¢ Sensibilizacién: 3 min. en una solucién de &cido Nitrico al 5% y Metanol al 10%.

e Lavado: 1 min. en agua milli-Q.

e Tincion: 20 min. de Nitrato de Plata al 0.1%.

e Lavado: 1 min. con agua milli-Q.

e Revelado: Solucion de carbonato sédico al 2% en formalina (formol al 35%) al
0.04%, a 4°C.

e Fijacién: 3 min. en una solucion de acido acético al 5%.

Lavado: 1 min. con agua milli-Q.
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Assessment of the population genetic structure of Sphyrna lewini to identify ==
conservation units in the Mexican Pacific

Evaluacion de la estructura genética poblacional de Sphyrna lewini para la
identificacion de unidades de conservacion en el Pacifico mexicano

E Castillo-Olguin®* M Uribe-Alcocer. P Diaz-Jaimes

Laboratorio de Genética de Organismos Acuaticos. Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia. Universidad
Nacional Auténoma de México, Circuito Exterior, Ciudad Universitaria, Insurgentes Sur 3000, Coyvoacan,
Mexico DF, CP 04510, Mexico.

* Corresponding autor. E-mail: ecoital2{@yahoo.com.mx

ABSTRACT. Due to the current status of the scalloped hammerhead shark (Sphyraa lewind) as a threatened species, the assessment of genetic
diversity, divergence, and demographic parameters of populations in the eastern Pacific Ocean may assist in developing appropriate strategies
for sustainable fisheries and species conservation. We analyzed samples collected from 2001 to 2003 from seven locations in the Mexican
Pacific Ocean and two in the southwestern Gulf of Mexico, using single-stranded conformation polymerphism of a mitochondrial control
region fragment and five microsatellite loci. The mitochondrial data did not show population divergence among locations from the Mexican
Pacific Ocean; however, the microsatellite data showed a divergent population in Baja California. Additional differences were also observed
between the northern and central locations of the Mexican Pacific. The historical demography analysis revealed spatial expansion events,
possibly related to glacial-interglacial cycles that occurred approximately 450,000 years ago. The divergence found should be considered in the
formulation of fisheries management and conservation policies of the species in the region.

Key words: Sphyrna lewini, genetic structure, mtDNA, microsatellites.

RESUMEN. Debido a la situacion actual del tiburdn martillo (Sphyrna lewini) como especie amenazada, la evaluacion de los niveles de
diversidad v diverrencia genética, asi como de los parametros demograficos de las poblaciones en el océano Pacifico Ornental. puede ayudar a
contribuir a delinear estrategias adecuadas para la pesca sostenible v la conservacion de la especie. Se analizaron muestras del periodo
2001-2003 obtenidas de siete localidades en el océano Pacifico mexicano v dos en el sur del golfo de México, mediante 1a metodologia de
conformacion polimorfica de cadena sencilla de un fragmento de la region control del ADN mutocondrial v el analisis de cinco loci de
microsatélites. Los datos mitocondriales no presentaron divergencia entre las localidades del Pacifico mexicano; sin embargo. los datos de
microsatélites mostraron una notable divergencia genética de la poblacion de Baja California (BC) con respecto al resto de las localidades
analizadas. Similarmente, se encontraron diferencias significativas entre las localidades del norte y centro del Pacifico mexicano. El analisis de
la demografia historica reveld la incidencia de eventos de expansion espacial de las poblaciones, posiblemente relacionados con los ciclos
glaciales-interglaciales ocurridos hace aproximadamente 450,000 afios. La divergencia encontrada debe ser considerada en la formmlacion de
politicas de gestion de pesca v de conservacion de la especie en la region.

Palabras clave: Sphyrna lewini, estructura genética, ADNmt, microsatélites.

INTRODUCTION

Population genetic studies are a valuable tool in defining
strategies for fisheries management (Carvalho and Hauser
1994). Ward (2000) reported that exploitation of marine
resources may have a high impact on the genetic diversity of
populations, altering their overall structure, reducing fecun-
dity. and altering the population size. Sharks are among the
15 major marine fisheries resources of global importance,
with catches reaching 736,491 t per year (FAO 2009). The
scalloped hammerhead shark (Sphyvrna lewini) makes up 31%
of the total shark catch m the Mexican Pacific Ocean, and
accounts for 10% of the catch i the Gulf of Mexico
(SAGARPA 2001). In 1999 the Food and Agriculture
Organization of the United Nations (FAO) considered

INTRODUCCION

La evaluacion de la estruciura genética en las poblaciones
explotadas es una herramienta valiosa para definir estrategias
de manejo pesquero (Carvalho v Hauser 1994). Ward (2000)
afirma que la explotacién de los recursos marinos puede tener
un alto impacto en la diversidad genética de las poblaciones,
al modificar la estructura y dinamica poblacional general
v reducir la fecundidad v. en consecuencia, el tamaiio pobla-
cional. Los tiburones se encuentran entre los 15 principales
recursos pesqueros marinos de importancia mundial. con
capturas que llegan a 736,491 t por afio (FAO 2009). El
tiburon martillo Sphymma lewini representa el 31% de la
captura total de tiburones en el océano Pacifico mexicano v
el 10% de la captura en el golfo de México (SAGARPA
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S. lewini to be an abundant and underexploited species:
however, the International Union for Conservation of Nature
(TUCN) meluded S Jewini in the red list of threatened species
(A2bd +4bd) in 2010, mmplymmg that current management
strategies have not been appropriate.

Recent studies on S Jewini have evaluated population
divergence, population sizes, gene flow, and demographic
processes on a global or regional scale. Duncan et al. (2006)
conducted a global phylogeographic study of S. Jewini using
mitochondnal DNA (mtDNA) control region sequences. The
study revealed a lack of genetic differences between a single
sample from the northem Mexican Pacific Ocean and a
second sample collected off Panama. Nance er al (2011)
determuned patterns of historical demographic processes and
population structure of S. lewini m the eastern Pacific. That
study showed significant differences between two localities
in the Mexican Pacific and one off Ecuador, and highlighted
the occurrence of recent reductions i population size in both
areas characterized by a marked impact on populations by
commercial fisheries.

Sphvrna lewini 1s considered a semi-oceanic species,
showing a strong affinity for coastal regions and islands
(Klimley and Butler 1988). In the eastern central Pacific
QOcean. 5. lewini breeding and nurserv zones have been iden-
tified. In addition large numbers of newborn and juvenile
sharks have been observed at the mouth of the Gulf of
California (Salomon-Aguilar ef al. 2009) and mn the Gulf of
Tehuantepec. in the southem region of the Mexican Pacific
Ocean, where a breeding zone for S Jlewini has been
dentified (Alejo-Plata et al. 2006a, 2006b). Nonetheless, the
population divergence of S lewini has never been evaluated
for the two latter regions.

Analyses of population genetic structure based on the use
of markers with different evolutionary histories that may
allow us to detect divergence signals on historical and
contemporary scales are needed to understand the levels of
genetic structure, population sizes. and gene flow. The use of
nuclear and mitochondrial markers could give primary infor-
mation about the populations of S Jewini in the eastern North
Pacific region and contribute to design strategies for species
conservation and sustainable fisheries management. For this
reason, the levels of genetic diversity from different locations
in the Mexican Pacific were assessed using single-stranded
conformation polymorphism (SSCP) of the mtDNA control
region and microsatellite data. These analyses also allowed
us to assess the population genetic structure of S. Jewini. and
to evaluate if the degree of differentiation in the Mexican
Pacific Ocean and the Gulf of Mexico found mn this study
agrees with previous studies (Duncan er al. 2006).

MATERIAL AND METHODS

Sample collection, DNA isolation, and DNA analysis

Samples of muscle tissue from 176 5. lewini juveniles (60
to 130 cm long) were analyzed. The samples were collected

636

2001). En 1999 la Orgamizacion para la Alimentacion v la
Agnicultura de las Naciones Unidas (FAO) considero a
5. lewini como una especie con alto potencial de explotacion
por su abundancia; sm embargo, la Union Internacional para
la Conservacién de la Naturaleza (IUCN) la incluyé en la
lista de especies amenazadas (A2bd +4bd) en 2010, lo que
implica que las estrategias de manejo no han sido las mas
apropiadas.

Estudios recientes de S. Jewini han evaluado los niveles
de divergencia poblacional y fluyjo gémico. los tamafios pobla-
cionales v los procesos demograficos en diferentes regiones
del mundo. Duncan et al. (2006) realizaron un estudio sobre
la filogeografia global de S. Jewini usando secuencias de la
region control del ADN mitocondrial (ADNmt). El estudio
no revelé diferencias genéticas entre una muestra unica del
norte del océano Pacifico mexicano v una muestra recogida
frente a la costa de Panama Nance ef al. (2011) estudiaron
los patrones de los procesos demograficos histéricos v de la
estructura poblacional de 5. Jewini en el Pacifico oriental. EL
estudio mostrd diferencias significativas entre dos localida-
des del Pacifico mexicano v una procedente de Ecuador, des-
tacando una reciente reduccién de los tamafios poblacionales
en ambas dreas que se caracterizaron por un fuerte mmpacto
sobre las poblaciones de pesqueria comercial

S. lewini es considerada una especie semiocedmica que
muesira gran afinidad por regiones costeras e islas (Klimley v
Butler 1988). En el Pacifico central oriental se han identifi-
cado regiones de alumbramiento v crianza de S lewini. Un
gran nomero de neonatos v juvemiles han sido observados en
la boca del golfo de California (Salomoén-Aguilar ef al. 2009)
v en el golfo de Tehuantepec, en la region sur del Pacifico
mexicano. donde se ha identificado una zona de alumbra-
miento de S. lewini (Alejo-Plata er al. 2006a, 2006b). No
obstante_ la divergencia poblacional de S. lewini no ha sido
evaluada en dichas zonas.

El analisis de la estructura genética poblacional que
emplea marcadores con diferentes histonias evolutivas puede
recuperar sefiales de divergencia a escala tanto histérica
como contemporanea, las cuales son necesarias para entender
el nivel de estructura genética v flujo génico. asi como para
realizar estimaciones del tamafio de las poblaciones desde
una perspectiva evolutiva. El uso de marcadores nucleares v
mitocondriales puede dar informacidon primana sobre las
poblaciones de S. lewini en el Pacifico central oriental v con-
tribuir al disefio de estrategias de conservacion para lograr la
sustentabilidad pesquera de la especie. Por esta razon. los
miveles de diversidad genética de diferentes localidades del
Pacifico mexicano fueron evaluados usando datos de confor-
maciones polimorficas de cadena sencilla (SSCPE, por sus
siglas en inglés) de la regién control del ADNmt y de micro-
satélites. Este andlisis también permitié evaluar la estructura
genética poblacional de S Jewini v comparar s1 el grado de
divergencia poblacional estimado en el Pacifico mexicano v
el golfo de México comncide con los documentados en estu-
dios previos (Duncan ef al. 2006).
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during 2001-2003 at seven sites of the Mexican Pacific
Ocean, corresponding to the main fishing areas for this
species (fig. 1). Samples were also collected in the Gulf of
Mexico to compare the divergence reported m previous
studies (Duncan ef al. 2006). Fresh muscle tissue samples
were preserved 1 DMSO buffer saturated with NaCl or 70%
ethanol. Genomic DNA was isolated using the Wizard
Genomic DNA Punfication Kit (Promega Biosciences).

A 1000 bp fragment of the mtDNA control region was
amplified from 149 individuals, using universal primers
(Stoner ef al. 2003). Polymerase chain reactions (PCR) were
performed in a 15-pL final volume, consisting of ~10 ng ul-1
DNA, amplification buffer (10 mM Tris-HCL 25 mM KCL
pH 8.3), 3 mM MgClL,, 30 pM of each primer, 200 uM dNTPs
and 0.5 U Taq DNA polymerase (Invitrogen). The PCR
conditions consisted of an initial cycle of 1 min at 94 °C,
followed by 35 cyeles of 1 min at 94 °C. 1 min at 56.5 °C. and
1 min at 65 °C, and a final extension period of 3 min at 72 °C.
The amplified fragments were subjected to SSCP analysis
(Orita et al. 1989), which has been shown to successfully
separate fragments of 400-1000 bp without reducing the res-
olution level (Kukita er al. 1997, Havashi 1999). The PCR
products were mixed with formamide 1n a 1:1 ratio. The mix-
ture was denatured at 95 °C for 5 min and placed on ice to
obtain the SSCPs. An undenatured control was added in each
mn to venfy the formation of secondary structures, which
were separated using an 8% polyacrylamide non-denaturing

Haplotype A .
Haplotype G .

£5
93 ’7 Haplotype 1
L Haplotype D O
B3] Haplotype B
100 aplotype B @)
Haplotype 2

100 Haplotype E O
Haplotype 15

Outgroup

I I I I 1
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MATERIALES Y METODOS

Coleccion de muestras, aislamiento de ADN v analisis de
ADN

Se analizaron 176 muestras de tejido muscular de indivi-
duos juveniles de 5. Jewini de 60 a 130 cm de longitud total.
Las muestras fueron recolectadas de 2001 a 2003 en siete
localidades del océano Pacifico mexicano. correspondientes a
las dreas de mayor pesca de esta especie (fig. 1). De la misma
forma se recolectaron muestras del golfo de México para
comparar los miveles de divergencia encontrados con la
divergencia registrada en estudios previes (Duncan er al.
2006). Las muestras de tejido muscular fresco fueron preser-
vadas en amortignader DMSO saturado con NaCl o en
alcohol al 70%. El aislamiento de ADN genomico se realizo
utilizando el kit de purificacién Wizard Genomic DNA
(Promega Biosciences).

Se amplificaron fragmentos de 1000 pb de la region con-
trol del ADNmt de 149 mdividuos usando mniciadores univer-
sales (Stoner et al 2003). Las reacciones en cadena de la
polimerasa (PCR) se llevaron a cabo en un volumen final de
15 uL. que contenia ~10 ng pL~* de ADN. amortiguador de
amplificacion (10 mM de Tris-HCL 25 mM de KCI, pH 8.3).
3 mM de MgCl,. 30 pM de cada miciador. 200 pM de dNTPs
v 0.5 U de Tag ADN polimerasa (Invitrogen). Las condicio-
nes de PCR consistieron en un ciclo micial de 1 min a 94 °C,

Gulf of Mexica
. | __CAM
\ TAW
Pacific Ocean
MICH°
0”‘" CHIP
400 0 400 800 1200 1600 2000km

Figure 1. Geographical distribution and genealogy based on genefic distances of mtDNA from Spfyrna lewini in the Mexican Pacific and
Gulf of Mexico derived from the analysis of a fragment of the mtDNA contrel region. Location code and sample size (V) are shown.

Figura 1. Distribucidén geografica y genealogia basada en distancias genéticas del ADNmt de Sphyrma lewini en el Pacifico mexicano v golfo
de México detectadas mediante el analisis de un fragmento de Ia region control del ADNmt. Se muestran la clave del sitio v el tamafio de
nmestra (V).

Baja California, BC (31°52" N. 117°12" W); Baja California Sur. BCS (24°00" N. 11°15" W7); Sinalea. SIN (23°31' N. 106°43" W), Nayarit.
NAY (21°32" N, 105°25" W) Michoacan, MICH (17°53" N, 102°10" W): Oaxaca. QAX (15°39" N, 96°20" W); Chiapas, CHIP (14°30" N,
92°27"). Tabasco, TAB (18°37' N, 92°49" W); Campeche, CAM (19°53" N, 90°44' W).

637
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gel. Fragments were resolved by vertical electrophoresis i a
sequencing chamber at 380 V for 24 h at 4 °C. Gels were
stamned with silver nitrate (Creste ef al. 2001). Two samples
of each haplotype identified by SSCP analysis were purified
using the QLAquick Punification Kit (Qiagen). and sequenced
in both directions using an ABI 3730xl DNA Analyzer
(Applied Biosystems) by Macrogen Inc. {South Korea). For
data analysis, these sequences were representative of each
haplotype and were assigned to all the samples that showed
the same haplotype.

Microsatellite data were obtained for the 176 mndividuals,
using a set of five primers for microsatellite loci (Cli-12,
Cli-13, Cli-106, Cli-112, and CL-119) designed for studies of
other shark species (Keeney and Heist 2003). Amplification
was carried out as previously described with some modifica-
tions of the annealing temperature for Cli-12, ChL-112, and
ClLi-119 (58 °C). Cli-13 (49 °C). and Cli-106 (47 °C). Micro-
satellites were separated on a 6% denatuning acrylamude gel
for 1 b 30 min at 1000 V. Gels were stained with silver nitrate
(Creste ef al. 2001).

Data analysis

Sequences were aligned using Bio-Edit 7.0 (Hall 2004)
and adjusted manually. Haplotype diversity, nucleotide diver-
sities, as well as the average number of differences (6K) were
calculated using ARTEQUIN 3.1 (Excoffier efr al. 2005).
ARLEQUIN software was also used to estumate Tajima’s (D)
haplotype-frequency neutrality test.

MICRO-CHECKER 221 (Van Oosterhout ef al. 2004)
was used to identify potential genotyping errors (presence of
null alleles, dominance of small sized alleles. and “stuttering”™
related errors) in the microsatellite data using 10,000 ran-
domuzations. GENEPOP 4.0 (Rousset 2008) was used to
perform an exact probability test for linkage disequilibrinm
of microsatellite loci, and to assess the fit of the genotvpic
frequencies to Hardy-Weinberg (H-W) distribution and to
obtain probability values (Guo and Thompson 1992). The
Bonferroni correction was applied to all statistical analyses
mvolving multiple comparisons under a critical « level (Rice
1989). The estimated global genetic diversity per locus (Hy)
and the allelic nichness (Rs) values. per locus and sample,
were estimated using FSTAT 2 9.3 (Goudet 2001). The gene-
alogical relationships of mtDNA haplotypes were assessed
using MEGA 3.1 (Kumar ef al. 2004) with the distance
method. To compare our results with the mtDNA analysis
performed by Duncan ef al. (2006). three sequences of haplo-
types from the same region were added. and a sequence of
Chiloscyllium plagiosum, a representative species of the
same order but different suborder than S. Jewini, was used as
an out-group.

ARLEQUIN was used to perform a luerarchical analysis
of molecular variance (AMOVA) to compare gene diversity
between regions of the Mexican Pacific. These samples were
further separated into the feeding and breeding areas of the
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seguido de 35 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 mun a 56.5 °C y
1min a 65 °C, y un periodo final de extension de 3 min
a 72°C. Los fragmentos amplificados fueron analizados
mediante la metodologia de SSCP (Orita ef al. 1989). con
la cual se han separado exitosamente fragmentos de 400 a
1000 pb sin reducir el nivel de resolucion (Kukita er al. 1997,
Hayashi 1999). Los Productos de PCR fueron mezclados con
formamida en una proporcion de 1:1. La mezcla fue desnatu-
ralizada a 95 °C durante 5 min e inmediatamente colocada en
hielo para la obtencion de los SSCP. Un control no desnatura-
lizado fue incluido en cada cormmiento de electroforesis para
verificar la formacion de estructuras secundarnas, las cuales
fueron separadas usando un gel de poliacrilamida no desnatu-
ralizante al 8%. Los fragmentos fueron separados mediante
una electroforesis vertical en un equipo de secuenciacién a
380V durante 24 h a 4 °C. Los geles fueron tefiidos con
nitrato de plata (Creste ef al. 2001). Dos muestras de cada
haplotipe 1dentificado mediante andlisis de SSCP fueron
purificadas usando el kit de purificacién QIAquick (Qiagen)
v secuenciadas en ambos sentidos por la compafiia Macrogen
Inc. (Korea del Sur), que empled el equipo de analisis ABI
3730x] (Applied Biosystems). Para el analisis de datos, estas
secuencias fueron asignadas a todas las muestras que mostra-
ron el mismo haplotipo.

Se obtuvieron datos de microsatélites de 176 mndividuos
usando un grupe de cinco loci de microsatélites (Cli-12,
Ch-13, Cli-106, Ch-112 v Cli-119) disefiados para estudios
de otras especies de tiburones (Keeney v Heist 2003). Las
amplificaciones se llevaron a cabo de acuerdo con la descrip-
c16n previa con algunas modificaciones en la temperatura de
alineammento para Ch-12, Cli-112 v CL-119 (58 °C), Cl-13
(49 °C) v Cl-106 (47 °C). Los microsatélites fueron separa-
dos en un gel desnaturalizante de acrilamida durants 1 h 30
min a 1000 V. Los geles fueron tefiidos con nitrato de plata
(Creste et al. 2001).

Analisis de datos

Las secuencias fueron alineadas usando Bio-Edit 7.0
(Hall 2004) v ajustadas manualmente. La diversidad haplo-
tipica. diversidad nucleotidica. asi como el numero promedio
de diferencias (6K) fueron calculados usando ARLEQUIN
3.1 (Excoffier ef al. 2005). El programa ARLEQUIN también
fue usado para obtener la estimacion de la prueba de neutrali-
dad de frecuencias haplotipicas de Tajima (D).

El programa MICRO-CHEKER 221 (Van Oosterhout
et al. 2004) fue usado con datos provenientes de microsaté-
lites para identificar errores potenciales de genotipificacién
(presencia de alelos nulos, dominancia de alelos de pequefio
tamafio v errores por amplificacidn [stutfering]) empleando
10,000 aleatorizaciones. El programa GENEPOP 40
(Rousset 2008) fue usado para realizar una prueba exacta de
probabilidad, a fin de determinar s1 existia desequilibrio por
ligamiento en los loci de microsatélites v para evaluar el
ajuste de las frecuencias genotipicas a la distribucion
de Hardy-Weinberg (H-W) (Guo vy Thompson 1992). La
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species. The first sub-group. named the northern group,
included samples from the Baja Califormia (BC) and Baja
California Sur (BCS) locations; the second sub-group, named
the central group. included the Sinaloa (SIN). Navant (NAY).
and Michoacan (MICH) locations; and the third group,
named the southern group. included the Oaxaca (OAX) and
Chiapas (CHIP) locations in the Gulf of Tehuantepec (fig. 1).
These three regions were used in the analysis using the
mtDNA and microsatellite data. except that for the latter a
different hierarchy was used, considering only BC as the
northern group: BCS, SIN, NWAY, and MICH as the central
group; and preserving OAX and CHIP as the southern group.
Divergence values estmated as P Fop and Rip were
obtamned for both markers for paired population comparisons
and pooled areas. STRUCTURE 2.3.3 (Prtchard er al. 2000,
Falush er al. 2003) was used to assess population structure
and to establish the allocation of each individual to a genetic
deme. For this purpose, the correlated allele frequency model
was used. Between 1 and 10 populations (K) with 30 itera-
tions were 1dentified. each one evaluated with 70,000 bum-in
replicates, making estimates through the application of
70,000 MCMC. The true K was detected using the statistics
test proposed by Evanno ef al. (2005).

The listorical demography parameters 8. 6,. and 1. as
well as the spatial expansion parameters T,. 8y, and M. were
estimated using ARTLEQUIN. The 6 estimates are the product
of 2uN; and 2V, (where p 15 equal to the mutation rate and
N 15 the effective population size of females at time 0 before
expansion and 1 atter expansion): T 15 a relative measure of
tume since population expansion. but can also be used to esti-
mate the current time (7) since population expansion using
the formula: T=t/2p (where p 1s equal to the mutation rate).
For spatial expansion, 1, = 2u T, and T, are the times of spatial
population growth given the generational time, 8y is 2N,
the effective population size of females at demographic
equilibrium, and M = 2Nm 1s the scaled migration rate, where
N is the effective female population size and m is the rate at
which the sample would exchange migrants with a unique
population of infinite size after I generations. Demographic
expansion was also assessed by analyzing the distribution
of nucleotide differences between pairs of sequences (muis-
matches). The adjustment of these analyses to an expansion
model was tested through the Harpending raggedness index
and the sum of square deviations (SSD). In order to explore
demographic trends through time, skyline plots were
obtained using the Bavesian approximation implemented in
BEAST 1.7.1 (Drummond and Rambaut 2007). MIGRATE
3.1.2 (Beerli 2002) was used to estumate the effective popula-
tion size and the gene flow between samples. Analyses were
carried out through the estimate of ©. which 15 equal to 4Nep.
given that Ne = @/4u; Ne corresponds to the effective popula-
tion size and p 1s the mutation rate, the latter bemng 8 = 103
and 10~ — 107 per locus per generation for mtDNA data
(Duncan et al. 2006) and microsatellite data, respectively
(Weber and Wong 1993, Trpp-Valdez er al 2010). Values
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correccion de Bonferromi se aplicé a todos los analisis
estadisticos que nvolucraron comparaciones multiples para
ajustar el nivel a (Rice 1989). La estimacién global de diver-
sidad por locus (Hy) v los valores de riqueza alélicas (Rs). por
locus v muestra, fueron estimados mediante FSTAT 293
(Goudet 2001). Las relaciones genealdgicas de los haplotipos
del ADNmt se realizaron con el programa MEGA 3.1
(Kumar ef al. 2004) usando el método de distancias. Para la
comparacion de nuestros resultados con el analisis de
ADNmt de estudios previos, se agregaron tres secuencias de
los haplotipos comrespondientes a regiones amalizadas por
Duncan et al. (2006), y como grupo externo para el analisis,
se empleo la secuencia de Chiloscyilium plagiosum. especie
representativa del mismo orden pero de diferente suborden al
de 5. lewini.

El programa ARLEQUIN se utihzo para realizar un
analisis de varianza molecular jerarquico (AMOVA), a fin de
comparar la diversidad genética entre las muestras de las
regiones del Pacifico mexicano analizadas. Estas muestras
fueron separadas con base en las dreas de alimentacidn y
alumbramiento de la especie. El primer subgrupo. denomu-
nado grupo norte, incluyo las muestras de las localidades
de Baja California (BC) v Baja California Sur (BCS); el
segundo subgrupo. denominado grupo central. incluyo las
localidades de Sinaloa (SIN), Nayant (NAY) v Michoacan
(MICH): v el tercer subgrupo. denominado grupo sur, incluyé
las localidades de Qaxaca (OAX) v Chiapas (CHIP) ubicadas
en el golfo de Tehuantepec (fig. 1). Estas tres regiones fueron
usadas para el andlisis de datos de ADNmt vy microsatélites,
con la salvedad de que para los datos de los microsatélites se
utilizé una jerarquizacion diferente. donde el subgrupo norte
fue conformado solo por BC; el grupo central per BCS,
SIN, NAY y MICH; y el grupo sur por OAX v CHIP. Los
valores de divergencia estimados como Psr. For v Rop fueron
obtenidos a partir de ambos marcadores para comparar pares
de poblaciones y areas. El programa STRUCTURE 233
(Pritchard er al. 2000, Falush ef al. 2003) se uso para evaluar
la estructura poblacional y establecer la asignacion de cada
mdividuo a un deme genético. Para esto, se uso el modelo de
correlacion de frecuencias alélicas. Se identificaron entre 1y
10 poblaciones (K) con 30 iteraciones. Cada evaluacion se
realizd con 70,000 replicas de calentamiento (burn-in) v la
aplicacion de 70,000 MCMC. El valor de K real fue determu-
nado usando la prueba estadistica propuesta por Evanno ef al.
(2005).

Los parametros de demografia historica 8y, 6, v 1. asi
como los parametros de expansion espacial 1. 8y v M, se
estimaron mediante ARTEQUIN. La estimacion de 8 es el
producto de 2uN; y 2V, (donde w es 1gual a la tasa mutacio-
nal ¥ N es el tamafio efectivo poblacional de hembras en el
tiempo 0 antes de la expansion v 1 después de la expansion).
Adicionalmente, T es una medida relativa del tiempo desde la
expansion poblacional, pero también puede ser utilizada
para estimar el tiempo transcurrido desde la expansion (T)
mediante la formula T = ©v/2u (donde w es igual a la tasa
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were estimated by Bayesian inference, using the model of
sequence evolution for mitochondrial data and the random
Brownian model with a constant mutation rate for microsatel-
lites. Five runs with three replicates per chain and 10.000
genealogies for bum-1n were performed to verify the consts-
tency of the results; the data shown are the average of these
five runs.

POWSIM 4 (Ryman and Palm 2006) was used to evaluate
the statistical power of the data using Fisher’s exact test and a
7° test, employing 500 replicas in simulation. Finally, PCA-
GEN 1.2.2 (Goudet 1999) was used to assess the relationship
between populations and individuals using a principal com-
ponent analysis (PCA)., with the probability of attraction
estimated through 10,000 genotype randomizations.

RESULTS
Genetic diversity

We analyzed 714 bp of the mtDNA control region and
identified five haplotypes (table 1) 1n 149 of the 176 samples
collected, resulting 1n a total haplotype diversity of i = 0.493
and a nucleotide diversity of m = 0.011. The highest mtDNA
sequence haplotype diversity was observed for the central
region locations (SIN, NAY, and MICH), while the samples
from the other locations showed no vanation (table 1). The
"E" haplotype was predominant in the Gulf of Mexico but
was also detected with a low frequency in the Mexican
Pacific. at SIN.

Usmng microsatellite data. the samples from BCS and
OAX. with the smallest sample sizes, were found to have the
lowest number of alleles. These locations diverged from
other groups due to the presence of unique alleles with high
frequencies at some loci (Cli-112 and Cli-13, respectively).

In the case of microsatellites. locus Cli-13 was monomor-
phuc for samples from SIN. NAY and CHIP. The total aver-
age diversity value was He = 0.525, and the highest average
allelic richness and heterozygosity were observed at NAY,
while BC showed the lowest values. Genotype frequencies
met the expectations of H-W equilibrium in 32 of the 42 tests
for the analyzed locations. while the remammng nine could
have null alleles at some of the analyzed loci (table 2). Only
the BCS sample showed evidence of linkage disequilibrium
in two loci, Cli-13 and Cli-112. The Fi; values were signifi-
cant in the same loci showing H-W disequilibrium.

Population divergence

The @51 parrwise sample values for mtDNA data showed
significant differences only among ocean basins (table 3).
There was no evidence of population divergence among
samples from the Mexican Pacific Ocean, and they were not
significant when the significance level was adjusted (data not
shown). For pairrwise-sample Fi; estimates using microsatel-
lite data, a signal of population divergence was observed
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mutactonal). Para la expansion espacial, 7, = 2uT, y T, son los
tiempos de crecimiento espacial dado el tiempo generacional,
By es 2N, el tamaifio efectivo poblacional de hembras en
equilibrio demografico, v M = 2Nm es la escala del tiempo de
migracién, donde N es el tamafio efectivo poblacional de
hembras ¥ m es la tasa a la que una muestra podria mtercam-
biar migrantes con una poblacién de tamafio infinito después
de T generaciones. La expansion demogrifica también fue
evaluada mediante el analisis de distribucién de diferencias
nucleotidicas entre pares de secuencias (mismatches). EL
ajuste de este anilisis se realizé bajo un modelo de expansion
v se puso a prueba a través del indice de Harpending (ragge-
dness) v la desviacion de la suma de los cuadrados (S5D).
Con el fin de explorar las tendencias demograficas a través
del tiempo, se obtuvieron las estimaciones de tamaiio pobla-
cional (skyline plots) mediante la aproximacion bayesiana
implementada en el programa BEAST 1.7.1 (Drummond v
Rambaut 2007). El programa MIGRATE 3.1.2 (Beerh 2002)
se uso para estimar los tamafios efectivos poblacienales y el
flujo génico entre las muestras. Los analisis se llevaron a
cabo mediante la estimacion de ©, que es 1gual a 4Nep, dado
que Ne = ©/4p; Ne corresponde al tamaiio efectivo poblacio-
nal v p es la tasa mutacional, siendo esta ultima del 8 = 103
por locus por generacion si se trata de datos de ADNmt
(Duncan ef al. 2006) v de 10~ — 102 s1 se trata de datos de
microsatélites (Weber v Wong 1993, Tnpp-Valdez er al.
2010). Los walores fueron estimados por inferencia baye-
siana, usando el modelo de evolucién de secuencias para
datos mitocondriales y el modelo aleatorio browniano con
una tasa mutacional constante para microsatélites. Cinco
corrimientos con tres réplicas por cadena v 10,000 genealo-
gias de burn-in fueron empleados para verificar la consisten-
cia de los resultados, v se presenta el promedio de estos cinco
corrimientos.

El programa POWSIM 4 (Ryman y Palm 2006) fue usado
para evaluar el poder estadistico de los datos usando la
prueba exacta de Fisher v la prueba de y’. empleando una
simulacion con 500 réplicas. Fmalmente, se uso el programa
PCAGEN 1.2.2 (Goudet 1999) para evaluar la relacion entre
poblaciones e mndividuos usando el analisis de componentes
principales (PCA), con una probabilidad de atraccién esti-
mada mediante la aleatorizacion de 10,000 genotipos.

RESULTADOS
Diversidad genética

Se analizaron 714 pb de la regién control del ADNmt y se
identificaron cinco haplotipos (tabla 1) en 149 de los 176
individuos recolectados, v se estimo la diversidad haplotipica
total en i = 0.493 v la diversidad nucleotidica en m = 0.011.
Los valores mas altos de diversidad haplotipica se observaron
en las localidades de la region central (SIN, NAY y MICH),
mientras que el resto de las localidades analizadas no mostra-
ron variacién (tabla 1). El haplotipo E fue dominante en el
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between BC in relation to all other analyzed sites. By
comparing samples grouped 1nto regions, genetic divergence
was found between the northern region (only BC) relative to
the central (Fgr = 0.172, P = 0.005) and southern regions
(Fer= 0.095, P < 0.005); however, the divergence between
the central and southemn regions (Fer= —0.034, P = 0.479)
was not sigmficant. The AMOVA gave sigmificant values in
the comparison between regions in the Mexican Pacific for
microsatellites (Fr = 0.130, P < 0.005), showing higher
differences than the mtDNA data ($-; = 0.088, P = 0.027).
The differences observed between BC and BCS justified the
re-classification of the regions, m which BCS was moved
from the northern region to the central region (Fsp = 0.1676,
P < 0.005). This test confirmed the divergence of the
BC population from the rest of the populations in the
Mexican Pacific. Moreover, 1t should be lighlighted that the
difference observed among regions in the AMOVA with
the mtDNA data is interesting considening the significant
differences from pairwise-sample Fsp comparisons omitting
the Bonferrom correction.

The mdividual allocation analysis, performed by
STRUCTURE including all populations (Mexican Pacific
and Gulf of Mexico), showed a maximum value of Ln =
167783 (Var = 313.23) for K = 6, mdicating a potential
genetic structure with probably six clusters. However, the
Evanno test detected K = 2, suggesting that the population
structure was between oceanic regions. The same analysis
for the Mexican Pacific populations showed Ln = 1621.17
(Var = 85.96) for K = 2 as was also observed by the Evanno
test (K = 2). This corresponds to the last AMOVA for micro-
satellite data, which confirmed two different genetic units.
The haplotype genealogy showed the existence of two lin-
eages for the mtDNA control region: one represented by the
"E" haplotype, which retains its ancestral characteristics m
the Gulf of Mexico, while a second clade was formed by the
rest of the haplotypes present in the Pacific Ocean and whose
ongm 15 more recent (fig. 1). The maximum difference
between the Gulf of Mexico and the Mexican Pacific 15 the
result of 1solation due to the closure of the Panama Isthmus,
and this is coincident with that previously published for the
same species by Duncan ef al. (2006).

Population expansion and gene flow

The estimate of t for the combined analyzed sequences
was 0.666 (standard deviation = 1.247). Additionally, the
estimates for time since population expansion (T) were very
similar to the value of 1 for each of the analyzed populations,
especially those of SIN and MICH (table 1). This population
expansion 1s estimated to have occurred approximately
262.600 years ago (SIN and MICH), while the spatial expan-
sion is estimated to have occurred previously about 473,400
years ago (table 1). Tajima’s D values were positive and not
significant, suggesting recent population bottlenecks. while
the distribution of paired nucleotide differences (mismatches)
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golfo de Meéxico, pero también fue detectado con bajas
frecuencias en el Pacifico, en SIN.

Las localidades de BCS vy OAX fueron las de menor
numero de muestra v presentaron el menor nimero de alelos
en el analisis de datos de microsatélites. Estas localidades
divergen de los otros grupos debido a la presencia de alelos
unicos con una alta frecuencia de algunos Joei (Cli-112 y
Cli-13. respectivamente).

El locus Ch-13 de microsatélites fue monomorfico
para las muestras de SIN. NAY y CHIP. El valor promedio
de heterocigosis total esperada fue de He 0.525; 1a
mayor riqueza alélica v heterocigosidad se presentaron en
NAY. mientras que BC mostrd los valores mas bajos. Las
frecuencias genotipicas con ajuste al equilibrio de H-W
se presentaron en 32 de las 42 pruebas para el analisis de
localidades. mientras que las nueve pruebas restantes podrian
contener algunos alelos nulos en los loci analizados (tabla 2).
Unicamente la muestra de BCS mostrd evidencia de desequi-
librio de ligamiento en dos loei. Cli-13 v Cli-112. Los valores
de Fig fueron significativos en los mismo loci que no mostra-
ron equilibrio de H-W.

Divergencia poblacional

Los valores de ¢ de los datos de ADNmt entre muestras
pareadas mostraron diferencias sigmficativas Onicamente
entre cuencas oceanicas (tabla 3). A pesar de que se observa-
ron algunos valores significativos de Fip entre pares de
muestras de las localidades del océano Pacifico. é€stos no
resultaron significativos cuando se ajustd el nivel de signifi-
cancia (no se mwuestran resultados). Los valores de Fi; entre
muestras pareadas usando datos de microsatélites mostraron
una sefial de divergencia poblacional entre BC con respecto
al resto de las localidades analizadas. Al comparar las mues-
tras agrupadas por regiones, se encontrd divergencia genética
enfre la region norte (conformada solo por BC) en compara-
cion con las regiones central (Fsp = 0.172, P < 0.005) v sur
(Fer = 0.095, P < 0.005); sin embargo. la divergencia entre
las regiones central v sur (Fop = —0.034. P = 0.479) no
fue significativa. El analisis de AMOVA dio valores signifi-
cativos en la comparacion entre las regiones del Pacifico
mexicano para microsatélites (Fep = 0.130, P < 0.005). con-
trastando con los datos de ADNmt ($.r = 0.088, P= 0.027).
Las diferencias observadas entre BC v BCS justifican la
reclasificacion de las regiones, por lo que la muestra de BCS
perteneciente a la region norte fue ubicada en la region
central (Fep = 0.1676, P < 0.005). Esta prueba confirmo la
divergencia de la poblacion de BC con el resto de las mues-
tras del Pacifico mexicano. Por otra parte, cabe destacar que
las diferencias observadas entre regiones en al analisis de
AMOVA con dates de ADNmt son resultados interesantes
teniendo en cuenta las diferencias significativas en la compa-
racion de Fgp entre muestras pareadas al omitir la correccion
de Bonferroni.
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Table 1. Genetic variability of mtDNA control region sequences, Accession numbers of haplotype sequences: IN343266-JN543270,

Tabla 1. Variabilidad genética de la region control del ADNmt. Nimeros de acceso de las secuencias de los haplotipos: IN543266-JN543270.

Location Haplotype i n 0K T T B 0, Te T, By M D(P)
(Freg.)

SIN A(0.750) 0.415 0.007 1.031 30 262,600 00017 0.502 5408 473,400 0.006 0.721 0.961
B (0D.071) (7700) (92.0) (0.17)
C0.071)
E(0.107)

NAY A0.724) 0.440 0.002 1.016 0.0 n 0.0000 99999.0 4.655 407,500 0.001 0.916 0.610
B (0.069) (1.5 = 10%) (15.0) (0.288)
C(0.034)
D(0.172)

MICH A(0.764) 0.380 0.002 0.774 3.0 262,600 02173 0.442 5340 467,500 0.001 0.734 0.777
B (0.176) (6800) (15.0) (0.249)
C(0.058)

i1 = haplotype diversity.

m =nucleotide diversities.

BK = nucleotide diversity estimator.

©=2uT, where p is equal to the mutation rate.

T'=Current time since population expansion,

By = Theta at time 0. Historical demography parameters before population expansion,
6, = Theta at time 1. Historical demography parameters after population expansion,
T, = tau = 2uT,, where i is equal to the mutation rate,

T, = Current time since spatial expansion.

By, = Effective size of females.

M = Generation time.

D (P) =Tajima’s haplotype-frequency neutrality tests and probability.
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Table 2. Summary statistics for microsatellites: Ho = observed heterozygosis. He = expected heterozygosis, Pyw = probability values for the
Hardy-Weinberg equilibrium, Rs = allelic richness, and a = oumber of alleles per locus.

Tabla 2. Resumen estadistico para microsatélites: Ho = heterocigosis observada., He = heterocigosis esperada, Py = valores de probabilidad
para el equilibrio de Hardy-Weinberg, Rs = riqueza alélica y a = numero de alelos por locus.

Location (N) Index Locus
Cli-12 Cli-13 Cli-106 Cli-112 Ch-119 Total
BC (10) Ho 1.0 0.600 0.6 01 0.625 0.69
He 0.876 0.420 0.625 0.645 0.679 0.649
Prw 1.0 1.0 0253 0.000* 0.017 1.00
Rs 835 20 3.90 432 308 4.41
a 9 2 4 5 4 24
BCS (20) Ho 1.0 0.0 00 04 0.888 0.457
He 0.851 0.420 0218 0.737 0.566 0.558
Py 1.0 0.000* 0,003 0.000* 0.999 0.014
Rs 7.54 1.99 191 5.19 3.02 303
a 12 2 2 7 4 27
SIN (42) Ho 0.731 - 0.394 0.405 0.875 0.481
He 0.793 - 0.524 0444 0.586 0.469
Prw 0.000* - 0.007 0.000* 0.883 0.038
Rs 6.45 1.0 321 357 321 3.488
a 12 1 4 8 6 31
NAY (30) Ho 04 - 0.033 0.566 0.766 0.353
He 0.803 - 0.095 0440 0.486 0.366
Py 0.000* - 0,051 1.0 1.0 0.030
Rs 5.87 1.0 155 282 20 2.648
a 9 1 2 3 2 17
MICH (20) Ho 1.0 0.647 05 0.75 0.764 0.732
He 0.863 0.479 0523 053 0.648 0.608
Py 1.0 1.0 0.2904 1.0 0.015 0.067
Rs 7.04 2.80 202 328 388 3.084
a g 3 3 5 5 24
OAX (9) Ho 0.875 1.0 0.75 0.50 0.666 0.758
He 0.632 0.5 0.468 0.60 0.666 0.573
Py 0.844 1.0 1.0 0.060 0.005 1.00
Rs 30 20 20 3.86 392 2056
a 3 2 2 4 4 15
CHIP (16) Ho 0.866 - 0.153 0625 0933 0515
He 0.866 - 0378 0.503 0.611 0.471
Prw 0.503 - 0.014 0933 0.998 0.000*
Rs 7.50 1.0 2.76 330 332 3.576
a 10 1 3 5 4 23
CAM (11) Ho 0.0 0.500 0.125 0818 0.727 0434
He 0.545 0.505 0.554 0.557 0.495 0.531
Prw 0.000* 0.059 0.000* 1.0 0.982 0209
Rs 374 292 3.86 2.96 20 3.006
a 4 3 4 3 2 16
TAB (18) Ho 0.176 0222 00 044 0.666 0302
He 0.666 0.507 0426 0378 0531 0.501
Pow 0.000* 0.005 0.000* 1.0 0.888 0.021
Rs 413 238 20 328 246 285
a 5 3 2 5 3 18
Overall Ho 0.841 0.558 0.494 0.626 0.600 0.624
He 0.766 0314 0423 0.538 0.585 0525
Rs 124 281 295 4.06 ERS! 4.03
a 17 6 5 11 8 47

* Significant valoes.
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Table 3. Population divergence: ©sr values (above the diagonal), and Fsr and Rsy values (below the diagonal); © values from mtDNA (below
each code, first row), and © values from microsatellites (below each code, first colummn).

Tabla 3. Divergencia poblacional. Valores de $1 (por encima de la diagonal) v valores de Fsr v Rep (por debajo de la diagonal). Valores de ©
de ADNmt (debajo de cada clave, primera fila) v valores de © de microsatélites (debajo de cada clave, primera colummna).

Location BC BCS SIN NAY MICH 0AX CHIP CAM TAB
60 27 47 62 84 127 56 66 49
Mexican Pacific
BC 0.0 0.020 0.057 0.049 0.0 00 1.0% 1.0*
114
BCS 0.144* 0.102 0132 0.147 0.0 00 10% 1.0*
115 0.047
SIN 0.454* 0.076*% 0.013 -0.02 0.05 0.072 0.670* 0.717*
105 0217 0.064
NAY 0.411* 0.088* —0.010 0.003 0.078 0.1 0.603* 0.73%
T 0491 0.255 0.036
MICH 0.297* 0.045 0.033 0.011 0.075 0.104 0.76% 0.803*
105 0.165 0.122 0.069 0.051
0AX 0324 0.020 0.020 0.048 0.067 0.0 1.0* 1.0*
111 0.707 0.722 0722 0.858 0.554
CHIP 0314* 0.045 0.031 0.011 -0.022 0.083 10* 1.0*
o7 0.098 —0.011 0.022 0.186 0.105 0.716
Gulf of Mexico
CAM 0.263* 0.026 0.022 0.0005 -0.027 0.033 0014 0.0
06 0.384 0.174 0.010 -0.016 -0.018 0.815 0.119
TAB 0.455% 0.109* —0.0003 —0.007 0.027 0.082 0014 0.036
86 0310 0.159 0.024 0.003 0.022 0.755 0.116 —0.047

* Significant valves, P < 0.001.

did not yield significant deviations from a unimodal distribu-
tion, suggesting a recent expansion in these populations.
Dewiations observed at NAY and MICH (SSD = 0.307.
P =0.005; S5D = 0.204. P=10.032, respectively) suggest a
possibility of bottlenecks in these populations. The Harpend-
g raggedness index showed a range of 0.4019 (NAY) to
0.648 (MICH), with no sigmificant values, in agreement with
an expansion event (data not shown). The results of the
Bayesian evolutionary analysis showed a recent decline in
population size of females in the Mexican Pacific, estimated
to have occurred some 2000 to 2500 years ago, whereas the
estimated time for this reduction in size for the SIN. NAY,
and MICH populations, which showed values different from
zero, was more recent, around 600, 250, and 100 vears ago,
respectively.

The estimates of gene flow between locations, based on
mtDNA data, were found to be in a range of 350 (NAY to
SIN) to 567 migrants (CHIP to BC) per population. In gen-
eral. there was significant gene flow (M = 448-567) between
locations from the northern and southern regions, and lower
gene flow from SIN and NAY to all other locations. The esti-
mates of gene flow using microsatellite data showed a similar

El anilisis de asignacidon individual. realizade con los
datos de microsatélite con el programa STRUCTURE
incluyendo todas las poblaciones (Pacifico Mexicano v golfo
de México). mostrd un valor maximo de Ln = 1677.83 (Var=
313.23) con K = 6. indicando una estructura genética poten-
cial de probablemente seis poblaciones. Sin embargo, la
prueba de Evanno detectd una K = 2, sugiriendo estructura
poblacional entre las dos regiones oceanicas. El mismo
analisis para las localidades del Pacifico mexicano mostro un
valor maximo de Ln = 1621.17 (Var = 85.96) para una K =2,
misma que fue observada en la prueba de Evanno (K = 2).
Esto coincide con el ultime anilisis de la prueba de AMOVA
para datos de microsatélites, el cual confirma la presencia de
dos umdades genéticamente independientes. La genealogia
de haplotipos mostro la existencia de dos linajes de la region
control del ADNmi: uno estuvo representado por el haplotipo
E. el cual conserva las caracteristicas ancestrales en el golfo
de México, mientras que un segundo clado se formo con el
resto de los haplotipos presentes en el océano Pacifico v de
origen mas reciente (fig. 1). La maxima diferencia entre el
golfo de México v el Pacifico mexicano es resultado del ais-
lamiento por el cierre del 1stmo de Panamai, y esto coincide
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Figure 1. Genetic flow. Values of immigrants between pairs of
populations from (a) mtDNA data and (b) microsatellite data.
Figura 2. Flujo genético. Valores de inmigrantes entre pares de
poblaciones de datos de (a) ADNmt y (b) microsatélites.

pattern to that obtained using mtDNA data, with a range of
17 (OAX to SIN) to 668 migrants (SIN to OAX); however,
the gene flow inte SIN and NAY was considerably lower
compared with the previous estimation (fig. 2). The estimated
global © value of mtDNA data from the Mexican Pacific
region was 463, while with microsatellite data @ = 724, The
statistical robustness test performed for microsatellite data
presented a non-significant value (For= 0.009, P = 0.8) with
respect to the expected value (Fgr = 0.01). This indicated that

645

con lo previamente publicadoe para la misma especie por
Duncan ef al. (2006).

Expansion poblacional v flujo génico

El valor de 1 para el conjunto de secuencias fue de 0.666
(desviacion estandar = 1.247). Las estimaciones del tiempo
desde la expansion poblacional (T) fueron muy similares al
valor total de 1 para cada una de las poblaciones analizadas,
especialmente en las localidades de SIN y MICH (tabla 1).
La expansion demografica se estima que ocurrid hace
aproximadamente 262,600 afios (SIN v MICH), mientras que
la expansion espacial se estimd que ocurrié hace 473,400
afios (tabla 1). Los valores D de la prueba de Tajima fueron
positivos v no significativos, sugiriendo cuellos de botella
poblacionales recientes, mientras que la distnibucion entre
pares de diferencias nucleotidicas (mismarches) no presenta-
ron desviaciones significativas de la distribucion unimodal,
sugiriendo una expansion reciente en estas poblaciones.
Las desviaciones observadas en NAY vy MICH (SSD=
0.307, P < 0.005; SSD = 0.204, P = 0.032, respectivamente)
sugieren la posible existencia de cuellos de botella en estas
poblaciones. El indice de raggedness de Harpending, mostro
un intervalo de 0.4019 (NAY) a 0.648 (MICH). sin valores
significativos. lo que coincide con los eventos de expansion
(no se muestran resultados). Los resultados del analisis de
evolucion de estimacién Bayesiana mostraron un feciente
declive en el tamafio poblacional de las hembras en el
Pacifico mexicano. que se estima ocurrio hace 2000 o 2500
afios. mientras que el tiempo estimado de la reduccion de los
tamafios poblacionales en las poblaciones de SIN. NAY v
MICH. que muestran valores diferentes de cero. fueron mas
recientes, alrededor de 600, 250 v 100 afios respectivamente.

La estimacion de flujo génico entre localidades, con base
en datos de ADNmt, mostro un intervalo de 350 (WAY a SIN)
a 567 migrantes (CHIP a BC) por poblacion. En general. se
presento un flujo génico sigmficative (M = 448-567) entre
las localidades de la region norte v las del sur. v un flujo
menor de SIN v NAY con el resto de las localidades. Las
estimaciones de flujo génico mediante datos de microsatélites
mostraron un patron similar al obtenido mediante datos de
ADNmt, con un intervalo de 17 (OAX a SIN) a 668 migran-
tes (SIN a OAX). Sin embargo, el flyyo génico hacia SIN v
NAY fue considerablemente menor comparando con la esti-
maci6on previa (fig. 2). La estimacion global del valor de ©
para datos de ADNmt en la region del Pacifico mexicano fue
de 463, mientras que con datos de microsatélites @ =724 La
prueba de robustez estadistica realizada para microsatélites
no presentd un valor significative (For = 0.009. P = 0.8) con
respecto al valor esperado (Fgp = 0.01). Esto indica que el
poder de resolucion de la prueba de Fip fue adecuada para el
grupo de datos analizado. El PCA mostrd un valor global de
Frde 0.13 para las muestras combinadas v de 0.136 para las
localidades del Pacifico mexicano. Estos resultados indican
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the resolving power of the Fgy tests was adequate for the data
sets bemng examined. The PCA revealed global F.; values of
0.13 and 0.136 for the combined samples and for the loca-
tions in the Mexican Pacific Ocean. respectively. These
results indicated a trend for population differentiation
between the BC and OAX samples in relation to the other
locations. Supplementary material on data gene flow and
AMOVA. and graphics of STRUCTURE, PCA. and BEAST
analyses can be requested from the corresponding author.

DISCUSSION

In the Mexican Pacific, the presence of pregnant females
and juveniles has often been reported in areas of hugh produc-
tivity, suggesting that these may be breeding and/or feeding
grounds (Alejo-Plata et al. 2006a, b; Salomoén-Aguilar ef al.
2009). This observation and the philopatric behavior of S
lewini suggest the possibility of population structure.

Population divergence

Our results detected divergence between the northern (BC
and BCS) and central locations relative to the southemn loca-
tions, when compared as separate samples or pooled nto
regions using nuclear DNA, while mtDNA data did not show
significant divergence for any comparison. These results
suggest recent population divergence. strongly related to
some extent of gene flow between the analyzed regions. The
observed genetic diversity was similar to that reported in
studies on other shark species using mitochondrial and
nuclear markers (Keeney and Heist 2003, Stoner ef al. 2003).
The low levels of diversity observed using mtDNA data were
in agreement with the levels previously reported for S. lewini
in the Gulf of Mexico (Duncan et al. 2006).

The populations that showed H-W deviations in some loci
also showed significant probability values in their fixation
indexes Fi; in those loci, implying an important effect of
endogamy and explaining the H-W deviation observed. How-
ever, the probability values of Fi; derived from all loci of
every population were significant only for BC and BCS in the
Mexican Pacific and for the two sites of the Gulf of Mexico.
These results suggest a marked pattern of endogamy in these
four populations, although the results obtained from the Gulf
of Mexico sites may be enhanced by the low sample sizes for
this region.

The genealogy of the analyzed haplotypes was similar to
that reported by Duncan ef al. (2006). A difference between
ocean basins was also observed, with a clearly lower diver-
sity 1n the Gulf of Mexico and the presence of two more hap-
lotypes than those reported by Duncan for the Mexican
Pacific, in populations of SIN. NAY, and MICH.

The evolutionary characteristics of mtDNA, including
lack of recombination and maternal inheritance, have turned
it into an important tool to obtain genetic mformation within
a historical context. In contrast. microsatellite nuclear DNA
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una tendencia de diferenciacion poblacional entre las
muestras de BC v OAX en relacion con las demas localida-
des. Los datos de flujo génico y del analisis de AMOVA y las
graficas de analisis de STRUCTURE. PCA y BEAST pueden
solicitarse al autor principal.

DISCUSION

La presencia de hembras prefiadas v juveniles ha sido
frecuentemente registrada en las zonas de alta productividad.
en el Pacifico mexicano, suginendo que estas areas pueden
corresponder a zonas de alumbramiento y alimentacion.
(Alejo-Plata et al. 2006a, b; Salomén-Aguilar ef al. 2009).
Esta observacion v el comportamiento filopatrico en S. lewini
sugieren la posibilidad una estructura poblacional.

Divergencia poblacional

Nuestros resultados detectaron divergencia poblacional
entre las localidades del norte (BC y BCS) v de la region cen-
tral en comparacion con las localidades del sur, tanto en las
comparaciones de muestras individuales como en los grupos
de regiones usando ADN nuclear, mientras que con datos
de ADNmt no se observaron diferencias significativas en
ninguno de los analisis. Estos resultados sugieren una drver-
gencia poblacional reciente, fuertemente relacionada con el
flujo génico entre las regiones analizadas. La diversidad
genética observada fue similar a la registrada en estudios de
otras especies de tiburones, que utilizaron marcadores mito-
condriales v nucleares (Keeney y Heist 2003, Stoner et al.
2003). Los bajos niveles de diversidad observados con los
datos de ADNmt coinciden con los niveles de diversidad de
S. lewini encontrados previamente en el golfo de México
(Duncan ef al. 2006).

Las poblaciones que mostraron desviacion de H-W en
algunos Joci también mostraron valores de probabilidad sig-
nificativa en los indices de fijacion Fi; de los mismos Joci, lo
que implica un importante efecto endogamico y explica las
desviaciones de H-W observadas. Sin embargo. los valores
de probabilidad de Fy; derivados de los Joci en todas las
poblaciones resultaron significativos tUnicamente para las
muestras de BC y BCS en el Pacifico mexicano y para las dos
localidades del golfo de México. Estos resultados sugieren un
marcado patrén de endogamia para estas cuatro poblaciones,
aunque los resultados obtenidos para las localidades del golfo
de México pueden deberse a efectos de una muestra reducida
de esta reg16n.

El analisis de la genealogia de los haplotipos fue simular
al registrado por Duncan ef al. (2006). La diferencia entre las
cuencas oceanicas fue clara, asi como la baja diversidad en el
golfo de México v la presencia de dos haplotipos mais que
los registrados por Duncan en el Pacifico mexicano, en las
poblaciones de SIN, NAY v MICH.

Las caracteristicas evolutivas del ADNmt, incluyendo la
ausencia de recombinacién v la herencia materna, lo han
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possesses a high mutation rate, allowing for the detection of
evolutionary processes in a more recent scale. For this
reason, the divergence signal observed between the northern
region and the rest of the populations using microsatellite
data was not detected by mtDNA. and may be due to a signal
of historical gene flow between the locations in the Mexican
Pacific Ocean. Thus, the genetic similanty between spatially
separate locations may be the result of past gene flow facili-
tated by the current system. The north-to-south California
Current and the south-to-north Costa Rica Coastal Current
may have favored the exchange of indviduals between these
two regions during the demographic and/or spatial expansion
processes. Our results of the mtDNA analysis showed a
pattern of genetic homogeneity that has been observed for
S. lewini in the same area (Duncan ef al. 2006, Nance ef al.
2011), suggesting a strong ancestral mnferaction among popu-
lations of the Mexican Pacific. This same pattern of genetic
homogeneity has been observed for other pelagic fish species
in the same area of the Mexican Pacific usmg mitochondrial
markers (Diaz-Jaimes et al. 2006).

Qur data are consistent with a recent population diver-
gence, detected by microsatellite analysis 1 some of the
locations in the Mexican Pacific (BC in relation to the rest of
the locations, and SIN and NAY in relation to BCS). The
differences observed in the divergence indexes showed two
patterns that are related to the different evolutionary times of
each marker, suggesting that the recent divergence between
BC and BCS could be related to changes in population sizes
and that females are moving among the different nursery
areas. The BC population showed the highest levels of allelic
richness and genetic diversity. which in turm could be related
to the observed divergence in this location. Significant diver-
sity values can be the result of population expansion events,
as some populations with high levels of diversity have also
shown ewvidence of recent population growth (Liu er al.
2006); however. the observed divergence may also be the
result of a small sample size. Although the sample size for
BC (n = 10) and OAX (n = 9) was relatively small, 1t 15
comparable to previeusly published elasmobranch studies
(Duncan et al. 2006). The low frequency of alleles 226, 228,
and 230 in the Cli-12 locus for the BC population, alleles that
showed the highest frequency in the rest of the locations
studied. may have resulted from the lack of representative
samples, producing an artificial divergence signal at that site
Nance ef al. (2011) also detected, nsmg microsatellite data,
significant population divergence among samples from the
Mexican Pacific and Central America and a reduction in size
of populations.

Population expansion and gene flow

The gene flow values observed suggest a recent pattern of
gene flow for microsatellite data, showing a significant
decrease 1n migration to the central region, while the northern
and southern regions have similar levels of gene flow. This
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convertido en una herramienta importante para la obtencién
de mformacion genéfica dentro del contexto histérico. En
contraste, el ADN nuclear. como los microsatélites. posee
una alta tasa mutacional, lo que permite la deteccion de
procesos evolutivos en una escala mas reciente. Por estas
razones, la sefial de divergencia observada con datos de
mucrosatélites entre la region norte con respecto al reste de
las poblaciones, no detectada con los datos de ADNmt. puede
deberse a una sefial histérica de flujo génico entre las locali-
dades del océano Pacifico mexicano. Asi, la similitud entre
las localidades separadas espacialmente puede ser el resul-
tado de flyyo gémico ancestral propiciado por el sistema de
corrientes de la region. La corriente de California. con
direccion norte-sur, v la corriente costanera de Costa Rica,
con direccion sur-norte, pueden estar favoreciendo el mter-
cambio de individuos entre estas dos regiones durante los
procesos de expansion demografica v/o espacial. Nuestros
resultados del anilisis de ADNmt muestran un patron de
homogeneidad genética que ha side observado en S. lewini
en la misma area (Duncan ef al. 2006, Nance et al. 2011).
sugiriendo una fuerte interaccion ancestral entre las poblacio-
nes del Pacifico mexicane. Este musmo patron de homogene:-
dad genética ha sido observado en otras especies de peces
pelagicos de la musma drea mediante el uso de marcadores
mitocondriales (Diaz-JTaimes ef al. 2006).

Sin embargo, nuestros datos son congruentes con una
divergencia reciente, detectada mediante el analisis de micro-
satélites en algunas de las localidades del Pacifico mexicano
(BC en relacién con el resto de las localidades, v SIN y NAY
en relacion con BCS). Las diferencias observadas en los
indices de divergencia mostraron dos patrones que estan rela-
cionados con los tiempos evolutivos de cada marcador, sugi-
niendo que la reciente divergencia entre BC v BCS puede
estar relacionada con el cambio del tamarfio poblacional v la
migraciéon de hembras entre diferentes areas de crianza. La
poblacion de BC mostro los mveles mas altos de riqueza
alélica v diversidad genética. que a su vez podrian estar rela-
cionadas con la divergencia observada en esta localidad. Los
valores sigmificativos de diversidad pueden ser el resultado
de eventos de expansion poblacional, ya que los altos niveles
de diversidad genética de algunas poblaciones también han
mostrado evidencia de un crecimiento poblacional reciente
(Lt ef al. 2006); sin embargo, la divergencia observada tam-
bién puede ser el resnltado de tamafios de muestra pequefios.
Aunque los tamafios de muestra de BC (n = 10) v OAX
(n = 9) son relativamente pequefios, son comparables con los
de publicaciones previas de estudios sobre elasmobranquios
(Duncan ef al. 2006). La baja frecuencia de los alelos 226.
228 v 230 del locus Cli-12 en BC, alelos que muestras una
alta frecuencia en el resto de las localidades estudiadas.
puede ser el resultado de una dismunucion relativa de la
muestra, produciendo una sefial de divergencia artificial en
esta localidad. Nance ef al. (2011) también detectaron
divergencia poblacional significativa, mediante datos de
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pattern 1s consistent with the differentiation observed
between the northern and southem regions suggesting the
existence of the two genetic units shown by the analysis of
population structure using STRUCTURE and Evanno. The
pattern of population divergence detected with microsatel-
lites may be the result of recent migration among the regions
examined and. consequently. we did not observe differences
with the mitochondrial data. In addition. the decrease
effective population size reported for this species (Nance
et al. 2011) may be mnvolved mn the process of population
divergence.

A prolonged residence of individual hammerhead sharks
has been observed off coastal areas and 1slands near Hawau
(Kohler and Turner 2001). In this case. the presence of males
off the 1slands of the central region of the Mexican Pacific,
erther for feeding or mating, limits their dispersal and pro-
duces a different signal of divergence in the mtDNA data
compared to that observed 1n microsatellites.

The signal of the recent divergence observed might be
due to the decline of populations and to their confinement to
areas of high productivity such as the mouth of the Gulf
of California and the Gulf of Tehuantepec. resulting in a
diminished connectivity among populations because of the
prolonged residence of individuals 1n these areas. The decline
in population size 1s congruent with the low or absent diver-
sity observed in the populations of the northem (BC and
BCS) and southern (OAX and CHIP) sites of the Mexican
Pacific. Moreover, the cases where population structure
detected by mtDNA does not show a clear signal of recent
divergence are associated with the low mutation rate of the
mtDNA control region.

The evidence of bottlenecks for the central populations in
the Mexican Pacific (NAY and MICH) detected through
mtDNA data 15 similar to that found by Nance ef al. (2011)
with microsatellite data for different populations of 5. Jewini
in the Mexican Pacific, as well as globally. These bottlenecks
may be related to the significant decline of population sizes
observed for this species through both markers.

The trend towards a reduction in the effective number of
females 1n the populations of the Mexican Pacific 1s consis-
tent with that reported by Nance et al. (2011) for the north-
eastern Pacific region. The time when this reduction occurred
in the Mexican Pacific 1s seenungly recent, 2000-2500 years
ago according to mtDNA data, more recent than the estimate
of 6000-8000 years obtained by Nance ef al (2011) for the
same area through microsatellites.

Populations exhibiting lhigher genetic diversity are likely
the result of mugration from populations with different
genetic characteristics. Migrating individuals may modify the
genetic pool of recipient populations and produce higher
allelic/haplotype diversity. The recipient populations are
localized 1n highly productive areas that serve as feeding
grounds promoting the arrival and mixture of individuals
from distant populations. Highly diverse populations allow
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microsatélites, dentro de muestras del Pacifico mexicano y
de América Central v una reduccion en el tamafio de las
poblaciones.

Expansion poblacional ¥ flujo génico

Los valores de flujo génico detectados muestran un flujo
reciente segin los datos obtemdos de los muicrosatélites,
con una notable disminucién migratoria hacia la regién cen-
tral. muentras que las regiones norte v sur muestran niveles
similares de flujo génico. Este patron es consistente con la
diferenciacion observada entre las regiones del norte y del
sur, sugiriendo la existencia de las dos entidades genéticas
detectadas mediante el analisis de estructura poblacional
realizado con STRUCTURE v Evanno. El patrdn de diver-
gencia poblacional detectado mediante los microsatélites
puede estar influenciado por migraciones recientes entre las
regiones analizadas y, consecuentemente, no se observaron
diferencias mediante los datos mitocondnales. Adicional-
mente, la disminucion del tamafio efectivo poblacional detec-
tado en esta especie (Nance et al. 2011) puede formar parte
del proceso de divergencia poblacional.

Se ha observado que algunos tiburones martillo permane-
cen largos periodos frente a las areas costeras y las islas
cercanas a Hawai (Kohler ¥ Turner 2001). En estos casos, la
presencia prolongada de machos frente a las 1slas de la region
central del Pacifico mexicano, ya sea para alimentarse o para
aparearse, limita su dispersion v genera una sefial de diver-
gencia diferente en los datos del ADNmi en comparacion a la
observada mediante microsatélites.

La sefial de divergencia reciente observada puede deberse
a la dismunucion de los tamaiios de las poblaciones v a su
confinamiento en zonas de alta productividad como la boca
del golfo de California v el golfo de Tehuantepec, resultando
en una conectividad disminuida entre las poblaciones debido
al largo tiempo de residencia de algunos tiburones en esas
areas. La disminucion de los tamafios poblacionales con-
cuerda con la baja o nula diversidad observada en las pobla-
ciones de las zonas norte (BC y BCS) v sur (0OAX y CHIP)
del Pacifico mexicano. No obstante, los casos en que la
estructura poblacional detectada por ADNmt no muestra una
sefial clara de divergencia reciente se asocian con las bajas
tasas de mutacion de la region control del ADNmt.

La evidencia de cuellos de botella en las poblaciones del
Pacifico central mexicano (NAY y MICH) detectada por
datos procedentes del ADNmt es similar a la encontrada por
Nance ef al. (2011) con datos de microsatélites provementes
de diferentes poblaciones de 5. Jewini del Pacifico mexicano
v de otras partes del mundo. Esos cuellos de botella pueden
estar relacionados con el declive sigmificativo de los tamafios
poblacionales detectados en esta especie mediante ambos
marcadores.

La tendencia hacia la reduccion del numere efective
de hembras en las poblaciones del Pacifico mexicano es
congruente con los resultados de Nance et al. (2011) sobre lo
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for the maintenance of equilibrium between genetic drift and
migration becoming a genetic richness reservoir that should
be conserved (e g.. avoiding overfishing in order to maintain
the population’s genetic diversity).

Historical climate processes, such as the glacial-
interglacial cycles that occurred duning the Pleistocene, have
produced changes in the direction of ocean currents as well as
modified both surface temperature and sea level (Alvarado-
Bremer ef al. 2005). The resultant drastic changes in ecologi-
cal patterns have caused extinction-recolonization processes
and/or population expansions (Grant and Bowen 1998). In
this study, the parameters of historical demography were con-
sistent with the occurrence of population growth processes
preceded by a sigmificant reduction in population size,
according to the sudden expansion model. It has been docu-
mented that such processes can have an impact on the current
genetic composition of populations (Lecomte er al. 2004).
Therefore, the divergence signal observed by microsatellite
analysis (SIN and NAY) must be the result of population
expansion processes m the central Mexican Pacific region.
The demographic and/or spatial expansion in central
Mexican Pacific locations could be caused by a decrease in
surface water temperature, as has been observed for other
pelagic species (Rohfritsch and Borsa 2005). The spatial
expansion of populations may have occurred in response to
the emergence of oceanographic conditions favorable for
the species. which may be related in turn to geological
events that occurred during interglacial periods. some
350.000—450,000 vears ago. It has been suggested that during
the glacial-interglacial cycles of the Pleistocene, significant
changes occurred in oceanographic processes, like imcreased
nutrient concentrations asseciated with thermochine depth
(Cannariato and Ravelo 1997). These oceanographic changes
that occurred in the eastern Pacific Ocean during the Plio-
Pleistocene era could have generated new environments with
advantageous features, which led to expansion and recoloni-
zation processes and population growth for 5. Jewini. Due to
the oceanographic changes, new areas were generated with
favorable conditions that promoted these expansion pro-
cesses and population growth.

CONCLUSIONS

Our results clearly show different patterns of genetic
structure in the scalloped hammerhead shark S, Jewini,
possibly reflecting different evolutionary times, according to
the charactenistics of each marker This new information
about the genetic structure of 5. Jewini in the northern
Mexican Pacific 1s relevant to fisheries management pro-
cesses. Based on the presence of populations with high
genetic diversity and divergence, the areas of the mouth of
the Gulf of California and the Gulf of Tehuantepec may be
considered genetic diversity reservoirs since both areas are
also recognized as breeding and feeding sites that foster the
residence of organisms from different populations.
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que ha ocurrido en la regién nororiental del Pacifico. La
época de esta disminucién en el Pacifico mexicano es aparen-
temente reciente. hace 2000-2500 afios de acuerdo con
nuestros datos de ADNmt, mas reciente que la estimacion de
60008000 afios obtenida por Nance ef al. (2011) para la
misma zona mediante microsatélites.

Las poblaciones que muestran mayor diversidad genética
son probablemente el resultado de migraciones procedentes
de poblaciones con caracteristicas genéticas diferentes. Los
mdividuos migrantes pudieran modificar el acervo gémico de
las poblaciones receptoras v producy una mavor diversidad
alélica v haplotipica. Las poblaciones receptoras se encuen-
tran en zonas de alta productividad. que suven como dreas de
alimentacion, promoviendo la llegada v la mezcla de indivi-
duos provenientes de poblaciones distantes. Las poblaciones
con mayores niveles de diversidad pemmiten el manteni-
miento del equilibrio entre la deriva génica v la migracion,
convirtiendose en reservorios de miqueza genética que debe
ser conservada (e.g.. evitando la sobrepesca a fin de mantener
la diversidad genética de las poblaciones).

Los procesos climaticos histéricos. como los ciclos
glaciales e interglaciales que han ocurrido durante el Pleisto-
ceno. han producido tanto cambios en la direccion de las
corrientes oceanicas como modificaciones de la temperatura
superficial v el mivel de los océanos (Alvarado-Bremer er al.
2005). Estos cambios drasticos en los patrones ecologicos
han llevado a procesos de extincion vy de recolonizacion yio
a expansiones poblacionales (Grant v Bowen 1998). En
el presente estudio. los parametros de demografia historica
fueron congruentes con la incidencia de procesos de creci-
miento poblacional precedidos de una reduccion significativa
del tamafio de la poblacién, de acuerdo con el modelo de
expansion poblacional subita. Se ha documentado que tales
procesos pueden afectar la composicion genética de las
poblaciones en ese momento (Lecomte er al. 2004). Por ello.
la sefial de divergencia observada mediante el analisis de
microsatélites (SIN y NAY) debe ser el resultado de procesos
de expansion poblacional en la region central del Pacifico
mexicano. Las expansiones demograficas y/o espaciales en
las localidades del Pacifico central mexicano pudieron haber
sido causadas por una disminucion en la temperatura superfi-
cial del agua, tal como se ha observado en otras especies
pelagicas (Rohfritsch v Borsa 2005). La expansion espacial
de las poblaciones pudo haber ocurrido en respuesta a la
aparicion de condiciones oceanograficas favorables para la
especie, que a su vez pueden estar vinculadas a los eventos
geologicos acontecidos durante los perodos interglaciales
hace aproximadamente 350.000-450,000 afios. Se ha
sugerido que durante los ciclos glaciales-interglaciales del
Pleistoceno ocurrieron cambios importantes en los procesos
oceanograficos, como concentraciones acrecentadas de
nutrientes asociadas con la profundidad de la termoclina
(Cannanato v Ravelo 1997). Estos cambios oceanograficos
del Pacifico oriental durante la era Plio-Pleistocénica
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The mouth of the Gulf of Califerma and the Gulf of
Tehuantepec are relevant for the migration of sharks because
of their high productivity. In these areas, important numbers
of pregnant females armving from different places are
observed wyearly (Alejo-Plata er al. 2006a. b: Salomén-
Agular ef al. 2009). Management measures, such as estab-
lishing closed seasons for fishing, permanently monitoring
the size and age of fished individuals. and setting catch
quotas based on population dynamics parameters, should be
implemented for the areas considered feeding/breeding
grounds. The northern (BC and BCS) and central (SIN and
NAY) locations of the Mexican Pacific Ocean may represent
genetically discrete population uvnits, a possibility that must
be considered when designing management strategies for
their exploitation.

Likewise. the muigration patterns estimated using both
markers and the possible differential mugration patterns
between males and females should be further examined.
The region of the Gulf of Tehuantepec likely represents a
breeding and/or feeding area. where the size of captured mndi-
viduals ought to be carefully regulated. It should be noted
that high catch quotas in the northern and southem parts of
the Mexican Pacific Ocean could bring about a reduction mn
population size. This would be particularly serious if the
cohorts of S Jewini were composed mainly of juveniles and
females, which are common in the Gulf of Tehuantepec.
Overfishing would also seriously affect the migration of
some of these individuals to other regions. movements that
are required to maintain the gene flow between locations out-
side the central region of the Mexican Pacific Ocean.
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Anexo 1

Valores de migrantes obtenidos en cada corrida de MIGRATE para datos de mtDNA.

M 1 2 3 4 5
M 2-1 361,5 350,7 551 474,4 641,8
M3-1 587 321 493,4 506,8 400,5
M4-1 358,4 438,8 529,6 638,3 430,9
M 5-1 682,1 380,9 351,4 656,6 405,5
M 6-1 678,4 269,9 608,9 652,3 567,7
M7-1 661,7 342,1 670,8 588,6 650,6
M 8-1 265,7 679,3 749 593,8 446,8
M9o-1 563,4 250,4 514,4 416 554,3
M 1-2 364 553,4 603,9 424,9 279,5
M 3-2 576,5 650,2 384,6 471,4 624,4
M 4-2 498,4 495,8 707,9 433,3 180,1
M 5-2 711,7 479,6 541,4 696,5 417,8
M 6-2 434,4 551,7 474,1 387,2 391,7
M 7-2 390,6 539,1 586,6 563,2 189
M 8-2 253,7 428,7 364,3 525,8 279,9
M 9-2 430,8 425,7 349,1 606,3 155,6
M 1-3 640,5 523,8 280,8 529,4 107,5
M 2-3 226,5 573 516,8 556,7 404
M 4-3 174,3 364 273,9 299,4 215,9
M 5-3 443,2 570,3 329,5 595,9 203,9
M 6-3 497,2 283,2 215,9 380,6 254,1
M 7-3 647 650,9 425,4 309,8 228,9
M 8-3 271,5 397,4 167,5 561,8 296,9
M 9-3 197,4 784,5 326,5 223,6 200,4
M 1-4 311 524,2 544,8 246,9 260,8
M 2-4 333,9 125,8 540,1 479 334,1
M 3-4 688 319,9 573,6 742 658,4
M 5-4 672,7 119,5 238,5 602,5 293,1
M 6-4 729,6 547 378,5 426,9 518,1
M 7-4 529,6 188 484 378,4 221,2
M 8-4 160,7 226,3 195,4 445,4 158,6
M 9-4 154,1 130,6 150,7 205,3 128,2
M 1-5 207,1 721,6 490,3 365,1 660,5
M 2-5 418,2 649,4 466,8 218,6 572,3
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M 3-5 756,5 500 143,2 434,3 477,8
M 4-5 666,7 752,6 222,4 232,8 541,6
M 6-5 478,9 630,9 457,2 114,7 710,7
M 7-5 625,5 507,6 685,6 180,6 522,1
M 8-5 289,6 492,5 315,8 337,4 406,5
M 9-5 223,8 506,3 203,4 277,8 225,1
M 1-6 555,3 320,2 614,7 437,7 410
M 2-6 526,2 220,4 552 756,4 554,5
M 3-6 419,6 458,3 403,2 287,5 396,8
M 4-6 400,8 264,5 660,7 691,5 414
M 5-6 781,2 408,6 686,9 491,3 445,5
M 7-6 432,7 588,1 513,9 516,7 659,6
M 8-6 298,3 298,2 442,5 459,5 383,6
M 9-6 510,4 440,6 453,6 315,9 618,7
M 1-7 392,6 567,9 707,1 589 415,3
M 2-7 685,6 503,2 701,3 545,6 422
M 3-7 174,2 418,7 661,9 423,2 520
M 4-7 200,8 519,9 473,2 476,7 493,1
M 5-7 258,1 544,1 425,5 408,4 281,3
M 6-7 660,8 464,4 516,9 512,8 532,4
M 8-7 482,9 402,7 339,9 548,3 470,7
M 9-7 657,5 382,8 536,8 400,4 294,2
M 1-8 342,9 3114 251,9 571,5 515,8
M 2-8 44,6 489 268,5 452 558,8
M 3-8 365,1 600,8 558,6 444,2 528,9
M 4-8 613 603,4 195,7 451,8 307,2
M 5-8 457,3 456,4 596,8 511,7 350,4
M 6-8 405,8 555,6 346,3 494,7 406,9
M 7-8 356,9 499,1 542,5 567,8 504,5
M 9-8 760,5 533,9 378,9 565 661,9
M 1-9 473,4 271,4 380,5 544,2 529,8
M 2-9 381,5 546,1 412,6 483 294,8
M 3-9 483,5 486,5 375,2 213,8 473,2
M 4-9 685,9 443,2 455,8 210,9 551,3
M 5-9 671,1 534,3 578,4 281,1 320,3
M 6-9 585,8 303,7 470,4 221,3 298,3
M 7-9 743,9 346,4 468 241,7 412,2
M 8-9 513,5 361,8 511,5 230,5 579,9
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Valores de migrantes obtenidos en cada corrida de MIGRATE para datos de
microsatélites.

M 1 2 3 4 5
M 2-1 436.417 570.010 708.908 551.767 728.915
M 3-1 463.961 543.614 674.218 617.685 581.526
M 4-1 387.190 320.872 661.388 313.772 485.216
M 5-1 545.505 654.782 748.480 404.482 693.957
M 6-1 619.728 355.999 702.132 418.997 389.415
M7-1 424.325 356.445 644.613 571.111 600.810
M 8-1 437.335 734.125 696.973 557.554 572.330
M9-1 669.855 480.639 799.536 488.062 574.674
M 1-2 242.478 354.656 546.931 101.213 394.077
M 3-2 199.368 361.208 166.824 460.012 296.560
M 4-2 492.052 254.380 639.538 287.526 471.776
M 5-2 195.600 384.823 528.834 394.366 284.836
M 6-2 401.871 399.587 221.027 542.203 218.592
M 7-2 289.180 173.610 542.044 135.033 55.564
M 8-2 412.950 360.879 466.227 405.952 534.413
M 9-2 420.617 134.935 527.023 339.213 372.640
M 1-3 34.981 19.410 15.437 47.074 12.383
M 2-3 46.336 22.023 30.252 39.530 192.853
M 4-3 100.337 136.951 120.475 80.264 42.963
M 5-3 32.104 37.103 28.396 70.510 21.558
M 6-3 25.875 23.470 23.762 7.304 7.142
M7-3 29.070 35.381 40.192 72.946 20.556
M 8-3 50.884 25.231 10.163 10.198 16.003
M 9-3 111.931 162.752 21.363 29.236 30.379
M 1-4 44.537 44.804 7.970 127.460 11.288
M 2-4 81.837 212.982 11.394 28.013 14.950
M 3-4 130.268 307.888 46.601 159.069 104.280
M 5-4 32.866 81.516 7.529 15.867 14.092
M 6-4 25.609 33.500 9.884 114.607 5.746
M 7-4 156.987 206.888 20.828 60.872 39.918
M 8-4 154.385 87.255 59.876 47.623 21.166
M 9-4 83.254 78.163 9.607 37.406 19.563
M 1-5 279.059 213.876 147.649 299.905 438.166
M 2-5 177.283 174.535 168.643 192.830 460.436
M 3-5 322.431 249.980 272.464 384.053 375.834
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M 4-5
M 6-5
M 7-5
M 8-5
M 9-5
M 1-6
M 2-6
M 3-6
M 4-6
M 5-6
M 7-6
M 8-6
M 9-6
M 1-7
M 2-7
M 3-7
M 4-7
M 5-7
M 6-7
M 8-7
M 9-7
M 1-8
M 2-8
M 3-8
M 4-8
M 5-8
M 6-8
M 7-8
M 9-8
M 1-9
M 2-9
M 3-9
M 4-9
M 5-9
M 6-9
M 7-9
M 8-9

151.369
388.782
468.996
325.986

76.455
431.243
730.279
700.782
539.228
744.647
544.320
449.490
616.453
660.356
391.177
581.746
529.904
539.075
541.355
577.507
660.200
697.617
528.278
563.235
398.063
648.022
540.300
626.620
794.762
301.070
413.049
399.122
472.934
334.106
130.755
394.341
651.404

542.503
247.617
196.877
106.564
484.289
410.822
350.002
694.527
624.253
568.999
510.894
684.003
524.503
401.105
450.062
547.318
148.294
526.855
634.055
486.470
678.160
320.360
826.968
653.905
500.436
431.278
351.980
638.136
218.093

39.384
393.638
178.190
266.642
240.196
248.003

89.515
142.378

360.938
116.878
548.392
439.909
233.942
607.487
671.745
542.686
182.575
563.988
591.229
256.267
683.159

36.348
523.530
180.796
503.324
460.728
328.254
271.202
349.899
629.568
572.713
650.074
745.594
609.124
733.679
402.548
565.617
235.787
209.777
385.096
240.640
107.329
188.198

77.772
293.461

431.547
456.701
130.198
232.904
608.630
546.107
547.592
755.662
594.282
563.375
585.622
484.650
696.866
603.959
416.502
667.900
383.490
652.732
588.431
562.299
652.892
610.345
595.489
644.560
714.288
540.357
296.673
698.066
720.881
389.724
609.201
511.367
432.836
607.595
516.442
532.319
250.587

514.019
239.462
594.693
336.316
385.660
427.133
528.580
646.074
601.820
616.593
487.451
680.763
657.427
584.827
397.252

31.452
405.153
540.492
253.512
242.334

34.091
138.871
452.295
573.635
502.225
360.288
536.386
392.055
643.807
206.018
285.625
522.107
213.268
170.001

72.286
325.954
229.988
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