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RESUMEN

Los tiburones se encuentran entre los principales recursos pesqueros a nivel mundial y debido
a la sobreexplotacién y destruccién de sus habitats, han presentado una disminucion acelerada
de sus poblaciones en las Ultimas décadas. El tiburén martillo comun Sphyrna lewini es una de
las especies amenazadas a lo largo de su distribucién circunglobal, de ahi que esté incluido en |a
categoria "En Peligro Critico" segun la IUCN. Por tanto, el estudio de su dinamica poblacional y
las consecuencias sobre su diversidad y estructura genética, resulta primordial en la
determinacidén de la escala espacial adecuada para el manejo y protecciéon de la especie. A pesar
de que S. lewini es una especie migratoria y presenta una alta capacidad de dispersion, se ha
demostrado que las hembras tienden a regresar a su lugar o regién de nacimiento a dar luz,
comportamiento conocido como filopatria. Esto produce una segregacidon diferencial de
haplotipos mitocondriales, mientras se mantiene una homogeneidad genética en el DNA nuclear

debido a la dispersion aleatoria de los machos.

En el presente estudio se emplearon nueve loci microsatélites y el genoma mitocondrial
completo para evaluar la diversidad y estructura genética de S. lewini en el Golfo de México y su
relacidn con un posible comportamiento filopatrico en hembras. Para ello fueron procesadas 74
muestras de neonatos y juveniles pertenecientes a dreas de crianza de las ecorregiones Sur y

Norte del Golfo.

Se obtuvo el genotipado de los nueve loci microsatélites en 70 individuos y se secuenciaron 73
mitogenomas. Los mitogenomas obtenidos estuvieron formados por 16 723 pares de bases (pb),
siendo los mds pequefios informados para la especie. La diversidad genética, en términos de
nuimero de alelos y heterocigosidades (microsatélites) y sitios polimdrficos y haplotipos
(mitogenoma completo), fue inferior a la reportada para otras poblaciones de la especie. Esto
probablemente se deba al menor tamafio de muestra y drea geografica evaluada en el presente
estudio, asi como la edad de las poblaciones de la especie en el Atlantico, que se supone son las
de formacién mas reciente. Al analizar cada porcién del mitogenoma, la mayor diversidad la
presentd la Regién Control, contrario a lo reportado para la poblacién del Pacifico mexicano
donde el fragmento mas variable fue NAD5. Esto puede estar determinado por la inusual

variabilidad encontrada en un fragmento de 10 pb de la Regién Control.

Los analisis de estructura mostraron homogeneidad genética al evaluar los marcadores
nucleares y el mitogenoma completo. Sin embargo, hubo sefial de diferenciacion entre Sur y

Norte al utilizar solo la Regidn Control del mtDNA, lo que probablemente se deba a la elevada



tasa de sustitucion que caracteriza a este fragmento y su consecuente resolucion para detectar
diferencias a pequefa escala geografica y entre linajes separados hace unos pocos cientos o

miles de afios.

La homogeneidad genética detectada con marcadores nucleares y la diferenciacién genética
encontrada con la Regién Control de mtDNA en neonatos y juveniles muestreados en areas de
crianza del Golfo de México, sugieren la existencia de filopatria en las hembras. A su vez, la
similitud genética detectada con marcadores mitocondriales entre las localidades
pertenecientes a una misma regioén, y la diferenciacidon encontrada entre las ecorregiones Golfo
de México Sur y Golfo de México Norte sugieren que la especie exhibe un comportamiento
filopatrico regional. De esta forma fueron identificados dos linajes, uno presentado por los
individuos de areas de crianza de Tamaulipas y el otro de Tabasco+Campeche. No obstante, no
descartamos la posible existencia de filopatria natal, por lo que es necesario aumentar el
numero de muestras para algunas localidades y complementar la informacién genética con

técnicas de marcaje.



ABSTRACT

Sharks are among the main fishery resources at global scale and due to overexploitation and
habitats destruction; their populations have suffered an accelerated decline in the recent
decades. The Scalloped hammerhead Sphyrna lewini is one of those threatened species
throughout its global distribution; hence, it is included in the category "Critically Endangered"
according to the IUCN. Therefore, the study of the species population dynamics and its
consequences on the diversity and genetic structure is essential for determining the proper
spatial scale in the management of the species. Although S. lewini is a migratory species and has
a high dispersal capacity, females have been shown to return to the area where they were born,
behavior known as philopatry. This produces a differential segregation of mitochondrial
haplotypes, while maintaining genetic homogeneity in nuclear DNA due to the random
dispersion of males.

In the present study, we employed nine microsatellite loci and the complete mitochondrial
genome to assess the genetic diversity and structure of S. lewini in the Gulf of Mexico and its
relationship with suggested philophatric behavior in females. We analyzed samples from 74
neonates and juveniles belonging to breeding areas of the Southern and Northern Gulf of Mexico
ecoregions.

We obtained genotypes of nine microsatellite loci for 70 individuals and sequenced 73
mitogenomes. The mitogenomes obtained were composed by 16,723 base pairs (bp), being the
smallest reported for the species. Genetic diversity, in terms of the number of alleles and
heterozygosities (microsatellites) and polymorphic sites and haplotypes (mitogenomes), was
lower than that reported for other populations of the species. This is probably due to the smaller
sample size and the geographic area analyzed in the present study, as well as the age of the
Atlantic populations, which are supposed to be the most recent of the species. When analyzing
each portion of the mitogenome, the greatest diversity was shown by the Control Region,
contrary to that reported for the population of the Mexican Pacific where the most variable
fragment was NADS5. This is determined by the unusual variability found in a 10 bp fragment
from the Control Region.

By evaluating nuclear markers and the complete mitogenome in structure analyzes, we found
genetic homogeneity. However, we found significant differentiation between South and North
when analyzing only the Control Region of the mtDNA. This is probably due to the high
substitution rate that characterizes this region and its consequent resolution to detect
differences on a small geographic and lineage scale, separated a few hundred or thousands of

years ago.



The genetic homogeneity detected with nuclear markers and the significant differentiation
found with the Control Region of mtDNA, in neonates and juveniles sampled in breeding areas
of the Gulf of Mexico, suggest the existence of philopatry in females. At the same time, the
genetic similarity detected with mitochondrial markers between the localities belonging to the
same region, and the differentiation found between the South and North ecoregions of the Gulf
of Mexico suggest that the species exhibits a regional phylopatric behavior. Thus, two lineages
were identified, one presented by individuals from breeding areas in Tamaulipas and the other
from Tabasco + Campeche. However, we do not rule out the possible existence of natal
philopatry, so it is necessary to increase the number of samples for some localities and

complement the genetic information with marking techniques.



1. INTRODUCCION

El estudio de la dindmica poblacional y sus consecuencias sobre la diversidad genética de
especies comerciales es un aspecto de importancia primordial para el aprovechamiento racional
y conservacion de la biodiversidad. De estos elementos se desprenden decisiones importantes
para la definicion de unidades evolutivamente significativas (ESU, por sus siglas en inglés)
(Waples, 1995) y unidades de manejo (Moritz, 1994) y con esto, prioridades de conservacion

gue resultan urgentes en el contexto contempordneo de la pérdida acelerada de biodiversidad.

Las especies marinas con amplio rango de distribucién y alta capacidad de dispersion,
generalmente presentan niveles bajos de estructura genética (Heist, 2004). Sin embargo,
variaciones ambientales (e.g. temperatura y productividad (Ketchum et al., 2014)) y la existencia
de determinados comportamientos reproductivos van a determinar los movimientos de los
individuos. Esto puede limitar el flujo de genes entre poblaciones adyacentes, incluso en

ausencia de barreras fisicas (Champan et al., 2015; Dudgeon et al., 2012).

Uno de los comportamientos que suele generar la apariciéon de diferencias genéticas entre
poblaciones de regiones geograficas relativamente cercanas es la filopatria (Hueter et al., 2005).
Esta se define como la tendencia que tienen los individuos a permanecer en su lugar de
nacimiento o regresar a este para reproducirse (Mayr, 1963) y ha sido documentada en varios
grupos como tortugas (Lee et al., 2007; Bowen et al., 2004), peces 6seos (Rooker et al., 2008;
Thorrold et al., 2001) y mamiferos marinos (Baker et al., 2013; Tsai et al., 2013). La filopatria se
presenta de manera diferencial en hembras y/o machos, por lo que la detecciéon de
diferenciacidon genética depende del sexo filopatrico y el tipo de herencia de los marcadores
moleculares utilizados. De esta forma, se espera un mayor grado de diferencias genéticas al
utilizar marcadores uniparentales (heredados por el sexo filopatrico) respecto al empleo de

marcadores biparentales (heredados por ambos sexos).

En condrictios (i.e. peces cartilaginosos), los estudios genéticos y de marcaje indican que
generalmente las hembras de ciertas especies regresan preferentemente a sus lugares de
nacimiento exactos (filopatria natal) o regiones (filopatria regional), ya sea para el apareamiento
o parto, a pesar de que realizan movimientos de largas distancias, que les permitiria
reproducirse en otros lugares (Chapman et al., 2015). Esta conducta diferencial entre sexos
produce una segregacion de haplotipos mitocondriales (heredados por via materna), mientras
se mantiene una homogeneidad genética en el DNA nuclear debido a la dispersion aleatoria de

los machos.



Entre las principales ventajas propuestas para este comportamiento estan: (1) aumento del
potencial de cooperacidn entre individuos que se reproducen dentro de los grupos sociales
(Chesser, 1991) y (2) aumento en la supervivencia de neonatos y juveniles, lo cual es esencial
debido a que los tiburones no presentan cuidados parentales (Hueter et al., 2005). Sin embargo,
en las especies que exhiben comportamiento filopatrico, las pesquerias y alteraciones del
habitat en las areas de reproduccién y crianza tienen un impacto negativo sobre las nuevas

camadas y los efectos poblacionales pueden ser profundos (Hueter et al., 2005).

Las areas de crianza para tiburones costeros suelen ser estuarios, manglares, lagunas costerasy
bahias semi-cerradas (Salinas-De-Ledn et al., 2017; Salomén-Aguilar et al., 2009; Castro, 1983).
Estas se caracterizan por presentar aguas turbias, altamente productivas, que le brindan a los
neonatos y juveniles proteccién contra depredadores y disponibilidad de alimentos. La
importancia de estas dreas radica en que son sitios de agregaciéon de hembras gravidas y
juveniles que en caso de ser capturados no logran ser reclutados ni reproducirse, generandose

una pérdida de diversidad por herencia materna.

Sphyrna lewini es una especie pelagica-costera y semi-ocednica que habita las aguas tropicales
y subtropicales del mundo. Particularmente en el Atlantico Occidental, se distribuye desde New
Jersey (Estados Unidos) hasta Brasil, incluyendo el Golfo de México y Mar Caribe (Compagno,
2001). Es vivipara, de fecundidad relativamente alta (14 a 41 crias), periodo de generacion largo
(15 afos) y baja resiliencia a la explotacion pesquera (Baum et al., 2003). Para 1999, era
considerada una especie muy abundante, con un alto potencial de explotacién (FAO, 1999). Sin
embargo, sus poblaciones han disminuido considerablemente de ahi que actualmente se
encuentre en el Apéndice Il del CITES (CITES, 2013) y se clasifique como ‘En Peligro Critico’ segun
la IUCN (Rigby et al., 2019).

En el Golfo de México han sido identificadas posibles areas de crianza de S. lewini.
Particularmente, en la zona del Golfo de México Norte perteneciente a Estados Unidos, estudios
basados en datos de abundancia de neonatos y juveniles han propuesto a Isla Dauphin (Parsons
y Hoffmayer, 2007) y costas de Texas (Hueter y Tyminski, 2007). En México, en las costas de
Tamaulipas se carece de estudios de este tipo, aunque los datos de pesca indican una alta
concentracién de individuos de S. lewini en estas zonas, lo cual sugiere la existencia de un area
de crianza (CONAPESCA-INP, 2004). Por su parte, en el Golfo de México Sur se identificé a la
localidad de San Pedro-Frontera en Tabasco como una de las principales areas de crianza de la
region (Cuevas, 2018). Esta fue definida con base en los siguientes criterios propuestos por

Heupel et al. (2007): (1) hay una mayor abundancia de tiburones en esta area, (2) los tiburones
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tienden a permanecer en esta area durante periodos prolongados y (3) el drea o habitat se utiliza
repetidamente a través de los afios. Bajo otros criterios (Knip et al., 2010), la regidén que abarca
Ciudad del Carmen y Champotdn también es considerada un area de crianza (Cuevas, 2018). La
identificacion de posible filopatria hacia estas areas de crianza permitira direccionar los planes

de conservacidn y con esto la preservacion del acervo genético de la especie.

El uso de marcadores moleculares ha permitido identificar nuevas especies, delimitar
poblaciones, estimar tasas de evolucién molecular y tamafio poblacional efectivo y analizar la
presencia de comportamientos como la filopatria (Dudgeon et al., 2012). En este ultimo, el nivel
de divergencia genética entre individuos de diferentes areas de crianza va a estar determinado

por el grado de arraigo a los sitios de nacimiento de las hembras adultas (Hueter et al., 2005).

En el presente estudio se emplearon marcadores moleculares mitocondriales generados
mediante tecnologias de secuenciacidon de nueva generacion y marcadores nucleares como los
microsatélites, para evaluar la diversidad y estructura poblacional de S. lewini en el Golfo de
México y determinar si las hembras presentan filopatria a las dreas de crianza propuestas para
esta region. La informacidn obtenida serd de utilidad para el desarrollo de planes de

conservacién y manejo pesquero de la especie.

1.1 OBJETIVOS

1. Estimar la diversidad genética nuclear y mitocondrial de S. lewini en el Golfo de México,
mediante el empleo de loci microsatélites y genomas mitocondriales completos

(mitogenomas).

2. Evaluar la estructura genética de Sphyrna lewini en el Golfo de México y su relacion con

la existencia de comportamiento filopatrico en las hembras.



1.2 ANTECEDENTES

En el transcurso del tiempo evolutivo, la diversidad y estructura genética de las poblaciones estd
sujeta a cambios. Estos cambios van a estar determinados, entre otros factores, por la capacidad
de dispersiéon de los individuos, sus comportamientos, la conectividad de las poblaciones, las
variaciones en las condiciones ambientales y la adaptacion a cambios naturales o

antropogénicos (Dudgeon et al., 2012).

La filopatria es uno de los comportamientos que pueden ocasionar la apariciéon de diferencias
genéticas a escalas geograficas pequefias (Hueter et al., 2005) y se define como la tendencia que
tienen los individuos a permanecer en su lugar de nacimiento o regresar a este (Mayr, 1963).
Esta se presenta de manera diferencial en hembras y/o machos, por lo tanto, el grado de arraigo
del sexo filopatrico a los sitios de nacimiento, va a determinar el nivel de divergencia genética
entre poblaciones (Hueter et al., 2005). En el caso de las aves, generalmente el sexo filopatrico

es el masculino, mientras que en mamiferos es el femenino (Greenwood, 1980).

Entre las principales consecuencias de la filopatria estdn un aumento en el nivel de coancestrias
(Chesser, 1991) y la formacidn de linajes genéticamente diferenciados (Hueter et al., 2005), los
cuales deben ser caracterizados y delimitados geogréficamente para lograr un buen manejo y
uso sustentable de las especies de interés. Esto toma especial relevancia cuando se trata de
grupos como los tiburones, donde las tasas de captura son insostenibles para muchas

poblaciones y una gran proporcién de especies estan amenazadas (Chapman et al., 2015).

En los tiburones, la filopatria ha sido ampliamente descrita en las hembras y se ha documentado
de diversas fuentes de datos como estudios genéticos y de marcaje. Entre las técnicas de
marcaje estan la telemetria acustica, donde cada marca emite un cddigo especifico que es
registrado por un receptor submarino y la telemetria satelital, donde las marcas envian una
sefial cuando estas entran en contacto con el aire y esta sefial es captada por un receptor
satelital. Ambas técnicas permiten conocer la posicién de los individuos en tiempo real y han
sido utilizadas para detectar filopatria en especies como Heterodontus portusjacksoni (Bass et
al., 2017), Sphyrna mokarran (Guttridge et al., 2017) y Carcharhinus longimanus (Howey-Jordan
etal., 2013).

Por otra parte, entre los trabajos con base con base en informacion genética en donde se evalla
este comportamiento destacan los realizados en Carcharhinus leucas (Sandoval-Laurrabaquio et
al., 2019), Glyphis glyphis (Feutry et al., 2017), Sphyrna tiburo (Portnoy et al., 2015),

Carcharhinus limbatus (Keeney et al., 2005) y Carcharodon carcharias (Pardini et al., 2001). En
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todos ellos, la dispersiéon sesgada por el sexo femenino ha conducido al mismo patrén:
homogeneidad genética nuclear debido a los movimientos aleatorios de los machos vy

diferenciacidn mitocondrial resultante del comportamiento filopatrico de las hembras.

En el caso de S. lewini, el primer indicio de filopatria fue propuesto por Duncan y Holland (2006)
y se basd en la seleccidn continua por parte de los tiburones adultos de un area de crianza en
Hawai. Poco después, Duncan et al. (2006) realizaron un estudio de filogeografia global de la
especie para el cual emplearon la Regidon Control del mtDNA y detectaron la existencia de tres
linajes, los cuales quedaron aislados dentro de las cuencas ocednicas hace cientos o miles de
afios. Estos autores llegaron a la conclusién de que las poblaciones unidas por una linea costera
continua tienen una alta conectividad y que la dispersidon ocednica por parte de las hembras es
rara. La diferenciacién genética fue explicada por la presencia de barreras fisicas que limitan el
flujo de genes, aunque no descartaron la filopatria. Posteriormente, Chapman et al. (2009)
mediante el uso del mismo marcador, pero con un mayor tamafio de muestra (N=177)
detectaron que las poblaciones de la especie estan segregadas geograficamente en el Atlantico
Occidental, lo cual fue explicado por filopatria de las hembras. Sin embargo, en este estudio no
fueron utilizados marcadores nucleares, por lo que no es correcto hablar de filopatria si se
desconoce como afecta la dispersién de los machos el flujo genético de la poblacion. Finalmente,
Daly-Engel et al. (2012) mediante el empleo de marcadores nucleares y mitocondriales
confirmaron la existencia de este comportamiento a escala global, sin definir alguna zona en
especifico que pudiera resaltar por sus niveles de diversidad y divergencia. En el caso particular
del Golfo de México solo fueron muestreados 43 individuos procedentes de dos sitios costeros
de Estados Unidos (N=20 y N=23) y estos no mostraron sefial de diferenciacién genética. Por lo
tanto, hasta este momento no hay estudios que indiquen que S. lewini presenta un

comportamiento filopatrico a las principales areas de crianza reconocidas en el Golfo de México.



1.3 MARCO TEORICO

1.3.1 Informacidn basica de Sphyrna lewini

Ubicacién taxonomica
La familia Sphyrnidae es un grupo monofilético derivado del orden Carcharhiniformes
caracterizada por la presencia de una cabeza dorsoventralmente comprimida y expandida
lateralmente (Gilbert, 1967) (Figura 1a). Estd formada por dos géneros: Eusphyra con dos
especies descritas y Sphyrna con nueve especies descritas (Fricke et al., 2020). Dentro de este

ultimo, se encuentra S. lewini (Griffith y Smith, 1834) conocida como tiburén martillo comun.

Reino: Animalia
Phylum: Chordata
Clase: Chondrichthyes
Orden: Carcharhiniformes
Familia: Sphyrnidae
Género: Sphyrna

Especie: Sphyrna lewini (Griffith y Smith, 1834)

Habitat y distribucién geografica
Sphyrna lewini es una especie peladgica-costera y semiocednica que habita las aguas tropicales y
subtropicales del mundo. Particularmente, en el Atlantico Occidental se distribuye desde New
Jersey (Estados Unidos) hasta Brasil, incluyendo el Golfo de México y Mar Caribe (IUCN, 2018)
(Figura 1b). Los adultos se localizan con mayor frecuencia en aguas abiertas, en profundidades
superiores a los 275 m (Compagno, 2001), mientras que los neonatos y juveniles estan
confinados a zonas costeras como estuarios, manglares, lagunas costeras y bahias (Salinas-De-

Ledn et al., 2017; Salomén-Aguilar et al., 2009; Castro, 1983).
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Figura 1. (a) Vista ventral y lateral de Sphyrna lewini, modificado de FAO (2016); (b) Distribucién geografica
de S. lewini, tomado de IUCN (2018).

Comportamiento reproductivo
La especie se reproduce anualmente (Castro, 2009; Hazin et al., 2001), es vivipara y presenta
una fecundidad relativamente alta (14 a 41 crias, promedio de 25) en comparacién con la de
otros tiburones (White et al., 2008). En el Golfo de México, las hembras alcanzan su madurez
reproductiva alrededor de los 250 cm de longitud, mientras que los machos a los 180 cm
(Branstetter, 1987). El apareamiento se produce en aguas abiertas (Salinas de Ledn et al., 2017)
y se pueden dar eventos de poliginia y poliandria (Marie et al., 2019). El periodo de gestacion es
de 8 a 10 meses (White et al., 2008) y transcurrido este tiempo, las hembras adultas migran a
las zonas de crianza a parir (Castro, 1983). Los juveniles permanecen en estas areas alrededor
de un afio (Marie et al., 2017). Cuando las hembras alcanzan una longitud de aproximadamente
115 cm, abandonan estos sitios y comienzan a migrar hacia aguas profundas mucho antes que
los machos (160 cm) hasta alcanzar su talla reproductiva y de esta forma estar biolégicamente

listas para su primer evento de apareamiento (Klimley et al., 1988).

Amenazas y estado de conservacion
Los tiburones se encuentran entre los principales recursos pesqueros marinos de importancia
mundial, con estimaciones de capturas que llegan a 736 491 t por aiio (FAO, 2009). En el caso

de los esfirnidos, una de las especies que esta siendo sobreexplotada es S. lewini (Baum et al.,
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2003). Incluso, se estima que entre 1.3 y 2.7 millones de individuos de S. zygaena y S. lewini
estan involucrados en el comercio de aletas cada afio (Clarke et al., 2006). Particularmente en
el Golfo de México, S. lewini representa el 10% de la captura anual (SAGARPA, 2001). Aunado a
la sobrepesca hay otros factores que hacen mas vulnerable a la especie como la baja resiliencia
a la explotacién, tiempo generacional superior a los 15 afos, pérdida de habitat, baja fecundidad
comparada con los teledsteos y alta depredacion de neonatos y juveniles (Shepherd y Myers,

2005; Baum et al., 2003; Holland et al., 1993).

Para 1999 S. lewini era considerada como una especie con alto potencial de explotacién por su
abundancia (FAO, 1999). Sin embargo, ineficientes estrategias de manejo provocaron que esta
fuera incluida en el 2007 en la Lista Roja de la IUCN con el status de “En Peligro” (Baum et al.,
2007), en el 2013 en el Apéndice Il del CITES (CITES, 2013) y en el 2019 pasara a la categoria “En
Peligro Critico” segun la IUCN (Rigby et al., 2019).

Con el fin de contribuir a la proteccion de esta especie, asi como el resto de los tiburones, en
Meéxico se han desarrollado varias acciones. Ejemplos de estas son la creacién de la NOM 029-
PESC-2006 que regula la pesqueria de elasmobranquios y el establecimiento de periodos de
veda que particularmente en el Golfo de México y Mar Caribe abarcan del 1 de mayo al 30 de
junio (Tamaulipas, Veracruz y Quintana Roo) y del 15 de mayo al 15 de junio y del 1 al 29 de
agosto (Tabasco, Yucatan y Campeche) (CONAPESCA, 2019). Ademads, junto a Estados Unidos y
Canadd se ha implementado el Plan de accidn de América del Norte para un comercio
sustentable de especies de tiburdn, siendo S. lewini una de las ocho especies que lo conforman

(CCA, 2017).

Aun cuando se han desarrollado algunas acciones para el manejo sostenible de especies marinas
de importancia comercial, estas podrian no ser del todo eficientes para la conservacién de cada
especie en particular. Por ejemplo, el periodo de veda es el mismo para todos los
elasmobranquios, aun cuando se conoce que la temporada reproductiva es diferente entre las
especies. En este sentido, el conocimiento de la diversidad y estructura genética de las
poblaciones es esencial en el desarrollo de planes de conservacién, manteniendo una pesca
sustentable (Dudgeon et al.,, 2012). La delimitacion de las poblaciones permite detectar
unidades a las cuales aplicar diferentes estrategias de manejo de forma que se conserve su
identidad genética y su viabilidad al futuro, considerando elementos como la variabilidad
genética y tamafo poblacional efectivo. Ademds, el empleo de herramientas moleculares
permite estimar el grado de conectividad entre las distintas poblaciones, informacion esencial

en tiburones, en donde si bien la capacidad de dispersion es alta, existen comportamientos
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como la filopatria que generan la aparicion de diferencias genéticas a escala geografica fina

(Hueter et al., 2005).

1.3.2 Marcadores moleculares

Microsatélites

Los microsatélites o STRs (del inglés, short tandem repeats) son secuencias cortas (de una a seis
bases nucleotidicas) repetidas en tdndem un determinado nimero de veces, con una variacién
notable en el nimero de copias entre individuos (Tautz, 1993). Estos se caracterizan por estar
distribuidos a lo largo del genoma nuclear, presentar un elevado polimorfismo, ser
codominantes y generalmente neutrales, de herencia mendeliana simple y su amplificacién y

analisis son relativamente faciles (Selkoe y Toonen, 2006; Li et al., 2003).

Microsatélites en estudios poblacionales en elasmobranquios

Las caracteristicas mencionadas anteriormente hacen que los microsatélites sean uno de los
marcadores mas utilizados en analisis poblacionales. Estos permiten estudiar la demografia
actual y patrones de conectividad entre poblaciones (Selkoe y Toonen, 2006), evaluar
parentesco, determinar el sistema de apareamiento y estimar diversidad y estructura genética.
En elasmobranquios, numerosas investigaciones se han basado en el empleo de estos
marcadores como el estudio de la reconstruccién de genotipos parentales que reveld poliandria
y filopatria en Negaprion brevirostris (Feldheim et al., 2004) y los estudios de filogeografia
realizados en Carcharhinus leucas (Karl et al., 2011) y Carcharhinus plumbeus (Portnoy et al.,

2010).

Particularmente para S. lewini, estos marcadores han sido utilizados para analisis poblacionales
a escala global y regional. Los primeros microsatélites especificos fueron disefiados por Nance
et al. (2009) y puestos a prueba en poblaciones del Pacifico Este (Nance et al., 2011), Australia
(Ovenden et al., 2011), el Pacifico colombiano (Quintanilla et al., 2015), la Peninsula Arabica
(Spaet et al., 2015) y Papua Nueva Guinea (Green et al., 2017). Ademas, fueron empleados en
un estudio de filogeografia global de la especie (Daly-Engel et al., 2012). La utilizacién de estos
marcadores ha permitido responder preguntas de diversidad genética y estructura poblacional,

parentesco y paternidad multiple.
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Mitogenomas

El DNA mitocondrial (mtDNA) es un genoma circular localizado en las mitocondrias, las cuales
estdn en el citoplasma de las células eucariotas. Este estd formado por 37 genes que
corresponden a dos subunidades de rRNA, 22 tRNA y 13 genes codificantes de proteinas que
intervienen en el proceso de respiracion. Entre estos fragmentos se encuentran espaciadores de

corta longitud y la denominada Regién Control o D-loop (Wolstenholme, 1992).

Este genoma es de herencia materna (aunque en determinados taxones se ha descrito
heteroplasmia (Packert et al., 2019)) y se caracteriza por la ausencia de recombinacion. Por lo
tanto, generalmente los descendientes de una hembra comparten el mismo haplotipo. Estas
caracteristicas han hecho que este sea uno de los marcadores mas populares para estudios

filogeograficos y filogenéticos.

En los elasmobranquios, el mtDNA es considerado una molécula muy conservada en su
estructura, con tasas de sustitucion siete u ocho érdenes menores que la de los primates (Martin
et al., 1992). Sin embargo, no todas las regiones del mtDNA tienen la misma tasa de sustitucion
y por consiguiente la diversidad nucleotidica y la capacidad de detectar estructura genética
puede variar mucho en dependencia del fragmento analizado. Si bien la Regién Control es el
marcador mas utilizado debido a su elevada tasa de sustitucion (Avise, 2004), se ha demostrado

que otras regiones como NAD5 pueden ser mas variables (Rosales, 2018; Feutry et al., 2014).

Los avances en el campo de la gendmica han permito obtener el genoma mitocondrial completo
de muchas especies, incluyendo tiburones. Particularmente, el mitogenoma de S. lewini
informado hasta la fecha consta de 16 726 pares de bases (pb) con una composicién de 31.4%

A, 26.3% C, 13.2% Gy 29.1 % T (Chen et al., 2015).

Mitogenomas en estudios poblacionales en elasmobranquios

Hasta la fecha, solo cuatro estudios han empleado genomas mitocondriales completos para
analisis poblacionales en elasmobranquios. En todos ellos se pudieron detectar diferencias
genéticas entre las areas analizadas, las cuales fueron explicadas por filopatria. En tres de estos
fueron evaluadas poblaciones de Glyphis glyphis (Feutry et al., 2014; Feutry et al., 2017) y Pristis
pristis (Feutry et al., 2015) de rios de Australia. A pesar de que el area de muestreo y el tamafio
de muestra analizado fueron similares para ambas especies, la diversidad genética fue muy
superior en P. pristis (106 sitios polimérficos), mientras que en G. glyphis solo fueron detectados

19 sitios polimdrficos. En el otro estudio fueron muestreados neonatos y juveniles de S. lewini
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del Pacifico mexicano (Rosales, 2018). En total, se identificaron 115 sitios polimérficos y la sefial
de diferenciacion genética mas consistente fue la detectada entre la regidon norte (Sinaloa y

Nayarit) y sur (Oaxaca y Chiapas).

1.3.3 Caracteristicas del Golfo de México

El Golfo de México es un cuerpo de agua semi-cerrado que debido a la variacion en la temperatura
de la superficie marina en invierno, se divide en dos ecorregiones denominadas Golfo de México
Norte y Golfo de México Sur (Figura 2). La primera se extiende desde la bahia de Gullivan, en la
costa oeste de Florida, hasta el norte del rio Panuco, en el estado de Tamaulipas. Por su parte, el
Golfo de México Sur abarca la parte tropical meridional del Golfo de México e incluye las aguas
frente a los estados de Veracruz, Tabasco, Campeche y Yucatan, asi como la parte profunda del

talud frente a Florida y al abanico del Misisipi (Wilkinson et al., 2009).

El Golfo de México Norte es una ecorregion semitropical y tropical, influenciada por corrientes
tropicales en el verano (temperatura promedio entre 28-30°C) y temperaturas continentales
durante el invierno (T promedio entre 14-24°C). La plataforma continental es amplia (hasta 250
kilbmetros desde el litoral) y tiene una profundidad maxima de 200 m, seguida de un pronunciado
talud continental que abarca el 40% de la regidn con profundidades que van de los 200 hasta los

3000 m (Wilkinson et al., 2009).

La ecorregion del Golfo de México Sur presenta corrientes tropicales, donde la temperatura
promedio oscila entre 24-25°C en invierno y 28-28.5°C en verano. La plataforma continental es
amplia (24% de la region) con profundidades maximas de 200 m, mientras que el talud abarca el

33% de la regidn con profundidades que van de los 200 hasta los 3000 m (Wilkinson et al., 2009).

Ambas ecorregiones se caracterizan por la presencia de deltas, lagunas costeras, estuarios y
manglares. Debido a la gran escorrentia de agua dulce y sedimentos fluviales, la productividad es
elevada y va de condiciones eutrdéficas en aguas costeras a oligotrdficas en las profundidades del
océano (Wilkinson et al., 2009). Las grandes descargas de agua dulce de los rios modifican las
caracteristicas fisico-quimicas costeras y las comunidades bioldgicas de la region. Sin embargo,
en la porcién oeste del Golfo Norte los aportes de agua dulce son muy limitados, lo que resulta

en una region de agua clara y elevada salinidad (Wilkinson et al., 2009).
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Nueva Orleans.

Matamoros

Coatzacoalcos

Figura 2. Ecorregiones del Golfo de México. (1) GM_Norte, (2) GM_Sur. Plataforma del norte (1.1), Talud
del norte (1.2), Cuenca del Golfo (1.3), Plataforma del sur (2.1), Abanico del Misisipi (2.2), Talud del sur
(2.3), Cuenca del Golfo de México (2.4). Modificado de Wilkinson et al. (2009).
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2. METODOLOGIA

2.1 COLECTA DEL MATERIAL BIOLOGICO

Las muestras consistieron en fragmentos de aleta o musculo de la region ventral de individuos
neonatos y juveniles provenientes de pesquerias artesanales de tres de los estados mexicanos
qgue conforman el Golfo de México (Tamaulipas, Tabasco y Campeche) (Figura 3). De los estados
de Veracruz y Yucatdn no se obtuvieron muestras debido a que en ninguna de las colectas
realizadas en este sitio se reportd la captura de S. lewini. Estas pesquerias son realizadas por
pequefias embarcaciones, cercanas a la linea de costa (maximo 10 millas) y se caracterizan por

emplear técnicas tradicionales y de bajo desarrollo tecnoldgico.

Todas las muestras de Tabasco procedieron del drea de crianza San Pedro-Frontera (N=38),
mientras que en Campeche fueron muestreadas tres localidades: Ciudad del Carmen (N=4),
Champoton (N=1) y pequenias islas de aguas abiertas del Golfo de México cercanas a Campeche
(N=10). De Tamaulipas fueron muestreadas cuatro localidades: Matamoros (N=2), San Fernando
(N=10), La Pesca (N=6) y Tampico (N=3) (Figura 3). La distancia minima en linea recta entre los
puntos muestreados en Tamaulipas y los de Tabasco es de aproximadamente 660 km (Tampico
- San Pedro-Frontera). En total fueron colectadas 74 muestras las cuales fueron preservadas a
temperatura ambiente en etanol o amortiguador dimetil sulféxido (DMSO) saturado con NaCl.

El periodo de colecta abarcé desde el afio 2010 hasta marzo de 2019.
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Figura 3. Total de muestras colectadas de neonatos y juveniles de Sphyrna lewini en el Golfo de México
entre los afos 2010 y 2019. Golfo de México-Campeche N=10, Champotdn N=1 y Cd. del Carmen N=4
(2018). Tabasco N=38 (2010 y 2013). Tampico N=3, La Pesca N=6, San Fernando N=10 y Matamoros N=2

(2019). Total N=74.

2.2 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

2.2.1 Extraccion de DNA

La extraccion de DNA se llevd a cabo siguiendo el método tradicional de fenol-cloroformo
(Sambrock et al., 1989), con algunas modificaciones. El tejido fue digerido en una solucién de
buffer TE (Tris-EDTA, EDTA: 4cido etilendiaminotetraacético), detergente SDS (dodecilsulfato
sédico) al 10% para lisar las células y proteinasa K para la digestion de proteinas. La extracciéon
se realizdé a 37°C durante 24 horas o 56 °C durante seis horas. Posteriormente se realizaron
lavados con el fin de eliminar restos de contaminantes organicos e inorgdnicos. Estos se hicieron
en tres pasos para lo cual se utilizdé fenol, fenol cloroformo y cloroformo-alcohol isoamilico,
respectivamente. Por Ultimo, la precipitacion de DNA fue con etanol absoluto y el DNA fue
rehidratado en 50 ul de buffer TE. Una vez obtenidos los extractos de DNA, se realizo la
cuantificacion con Nanodrop 2000TM de ThermoFisher SCIENTIFIC y la corrida en geles de

agarosa al 1.5% para verificar la cantidad y calidad del DNA.
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2.2.2 Amplificacion de loci microsatélites

Se realizé la amplificacién de nueve loci microsatélites especificos: SLEO13, SLE025, SLE027,
SLE028, SLE033, SLE038, SLEO54, SLE086 y SLEO89 (Tabla 1) descritos por Nance et al. (2009).
Estos fueron seleccionados debido a que presentaron los mayores grados de polimorfismo en
las poblaciones del Pacifico Este, donde fueron descritos. Para la amplificacion se utilizé el kit
TYPE IT Multiplex-MICROSATELLITE KIT de QIAGEN y los primers sintetizados por APPLIED
BIOSYSTEMS. La mezcla de PCR se prepard para un volumen final de 5 ul: 1.5 pl de H20 libre de
RNA, 2.5 ul de Type-it Multiplex PCR Master Mix, 2x (HotStarTaq plus DNA polimerase, Type-it
Microsatellite PCR Buffer con 6 mM MgCl 2 y dNTP's), 0.4 uM del primer reverse (100 pmol) y
0.4 uM del primer forward (10 pmol) marcado con un fluoréforo. Esto permitio realizar en una
misma reaccién la amplificacidon de varios microsatélites siempre y cuando estos estuvieran
marcados con fluoréforos diferentes o no coincidieran en su distribucién de tamafios alélicos.

Las amplificaciones se llevaron a cabo en dos grupos definidos a continuacion:

Grupo I: SLE027, SLE028, SLEO38, SLEO54

Grupo Il: SLEO13, SLEO25, SLEO33, SLEO86, SLEO89

El programa de amplificacion consistio en (i) una desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 minutos,
(ii) 30 ciclos de desnaturalizacién a 95°C por 30 segundos, hibridacion a 60°C por 1:50 minutosy
extension a 72°C por 30 segundos vy (iii) un periodo de extensién final a 60°C por 30 minutos. El
genotipado del producto de PCR se realizé en el Laboratorio de Secuenciacién Gendmica de la
Biodiversidad y la Salud del Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Auténoma de
México.

Tabla I. Loci microsatélites empleados: SLE013, SLE025, SLE027, SLE028, SLE033, SLE038, SLEO54, SLE086
y SLEO89 descritos por Nance et al. (2009) en Sphyrna lewini.

Locus Secuencia primer (5°- 3") T hibridacién (°C)
SLEO13 F: ATGTTTATGACCATACGTGCG 60
R: TTGATTGGCATTCAGTGACC
SLEQ25 F: CTCAGGCTAGTTGCACAGAAA 57
R: TCAACTCCCCACAATCCCAT
SLEQ27 F: GAGACCAGCCAAAGGAAAAA 60
R: ATGCCATATTCATCCAGGCAC
SLE028 F: TTTGGAGACATTGCAGAAAG 55
R: CACTTGGGACTACACACACTG
SLEO33 F: TTGGTCAATGTCCTCTTGCA 57

R: CCCATGCTGTTTTGTTCTTTG
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SLEO38 F: AGCCTACTTCTGCCACATTTT 60
R: AATCAAAGTTCCTGCAGTCCT

SLO54 F: CTGACACTGCCAATTTGCAT 60
R: CCAACTGGAGTTGTCAATCCA

SLEO86 F: TACAGACAGATTTCAGTGTGT 60
R: ACGAATACGCATTCATACAC

SLEO89 F: TTACCACAGTTTGTGTGGGTG 60

R: AAGTTTCAGTGTCAGTGTGC

2.2.3 Sonicacién y limpieza de las muestras

Para la preparacion de las librerias gendmicas se realizd una dilucidn del extracto de DNA en
buffer TE en una proporcién 1:1. Luego se llevd a cabo la fragmentacién por sonicacién con el
empleo de Bioruptor pico® de Diagenode y Minichiller® de Huber para el enfriamiento del agua,
ambos equipos localizados en el Laboratorio de Secuenciacién Genémica de la Biodiversidad y
la Salud del Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Autdnoma de México. Cada ciclo
consté de 30 segundos con sonicacién y 30 segundos en ausencia de sefal. El nimero de ciclos
por muestra varié en funcion del estado de preservacion del DNA. El rango estuvo entre los 10
ciclos (para DNAs integros) y tres ciclos (para DNAs muy degradados). El producto de sonicacion
se visualizd en un gel de agarosa al 1.5% y solo fueron seleccionadas las muestras que

presentaron un barrido alrededor de los 150 a 300 pb.

Posteriormente se realizé la limpieza de las muestras con el empleo de perlas magnéticas, etanol
y buffer TE para rehidratar el DNA. Durante este proceso se elimind el DNA de bajo peso
molecular, asi como restos de proteinas y RNA. De esta forma las muestras estuvieron listas para

comenzar a preparar las bibliotecas gendmicas.

2.2.4 Preparacion de bibliotecas gendmicas y secuenciacion

Las bibliotecas gendmicas fueron preparadas empleando el kit KAPA HyperPrep v3.15 de KAPA
BIOSYSTEMS con algunas modificaciones en los volumenes de reaccion. El protocolo consta de
5 etapas:

(1) Reparacion final y cola de Adeninas: son fosforilados los extremos 5° mientras que en el
extremo 3’ se incorpora una cola de Adeninas.

(2) Ligacion: se unen a la cola poliA los adaptadores universales complementarios a la
plataforma de Illumina. En este punto, a cada muestra se le incorporan combinaciones Unicas

de adaptadores que permiten reconocer a que individuos pertenece cada secuencia.
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(3) Limpieza post-ligacion: elimina los dimeros de adaptadores asi como los adaptadores
sobrantes.

(4) Amplificacion por PCR: El programa de PCR consistié en (i) desnaturalizacion inicial a 98°C por
45 segundos, (ii) 15 ciclos de desnaturalizacidn a 98°C por 15 segundos, hibridacién a 60°C por
30 segundos y extensidn a 72°C por 30 segundos y (iii) extensidn final a 72 °C por 60 segundos.
(5) Seleccion de tamarfio: son seleccionados los fragmentos con longitudes de 150 a 300 pares

de bases.

El producto de las bibliotecas fue visualizado en geles de agarosa al 1.5% para comprobar que
los fragmentos de DNA estaban en el rango de tamafio deseado (150-300 pb). Luego se realizd
la cuantificacién empleando el fluorémetro Qubit™ 3 de Invitrogen, que utiliza colorantes
fluorescentes especificos para las moléculas objetivo, evitando la sobrestimacién de la lectura
de DNA. Finalmente, todas las muestras fueron llevadas a una concentracion total de 30 ng e
incorporadas a un pool que fue enviado a secuenciar en la plataforma Illumina HiSeq 4000, en

la Universidad de Georgia, Estados Unidos.

2.3 PROCESAMIENTO DE DATOS

Una vez obtenidos los electroferogramas de los microsatélites, estos fueron analizados con el
programa GENEMAPPER 5.0 (Applied BiosystemsTM) para realizar la identificacién de los picos
correspondientes a las tallas alélicas y posteriormente la determinacién de los genotipos. La
presencia de alelos nulos se evalud con el software MICROCHECKER (van Oosterhout et al.,
2004). Ademas se determiné la probabilidad de existencia de asociaciones entre los diferentes
loci mayores que las esperadas si ocurrieran al azar (equilibrio de ligamiento), para lo cual se
empleé el programa GenePop v4.1.0 (Rousset, 2008). El cdlculo se realizd con 10 000
permutaciones, 100 grupos y 10 000 iteraciones por grupo. Se asumié la existencia de
desequilibrio de ligamiento cuando el valor de probabilidad fuera mayor a 0.05. Para conocer si
la poblacién se encontraba en equilibrio genético se calculé la probabilidad de no diferencia
entre la heterocigosidad esperada y observada mediante el programa GenePop v4.1.0 (Rousset,
2008) con el método de cadenas de Markov y los siguientes parametros: 10 000 permutaciones
y 100 grupos y 10 000 iteraciones por grupo. Las desviaciones del equilibrio fueron estimadas
mediante el calculo del estadistico Fis segtiin Weir y Cockerham (1984), acorde a la férmula Fi;=1-

(Ho/He).

Para el DNA mitocondrial, una vez obtenidas las lecturas, se realizd el mapeo de estas con

respecto a un genoma de referencia informado para la especie (NUmero de referencia en NCBI:
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NC_022679) con el empleo del programa Geneious v9.1.8 (Kearse et al., 2012). En este paso
fueron removidos los adaptadores (“trimming”) de los extremos 5° (7pb) y 3" (3pb). Una
mutacion fue considerada como verdadera (y no error de secuenciacion) cuando presenté al
menos una profundidad de 4X. Una vez verificados todos los sitios variables, se generé una
secuencia consenso para cada muestra. Posteriormente se realizé el alineamiento de todas las
secuencias obtenidas empleando la opcién MUSCLE de Geneious y se generd una secuencia

consenso la cual fue anotada en el sitio web MITOS (Bernt et al., 2013).

Por otra parte, se realizaron pruebas de parentesco con el fin de evitar el uso de réplicas y con
esto eliminar el sesgo de muestreo familiar (Anderson y Dunham, 2008). Para ello se utilizaron
los nueve microsatélites y los individuos fueron agrupados por regién y afio de colecta. Estas
pruebas se hicieron en el programa COLONY (Jlones y Wang, 2010) con las siguientes
condiciones: Sistema de apareamiento |: poligamo, Sistema de apareamiento Il: con endogamia,
Especie: Dioica y Diploide, Longitud de la corrida: Larga, Método de analisis: Maxima
verosimilitud, Precisidn: Alta (Feutry et al., 2017). Solo los pares de hermanos completos (HC) o
medio hermanos (MH) que presentaron una probabilidad por encima de 0.95, fueron

considerados como relaciones verdaderas.

En la estimacion de diversidad y estructura genética mitocondrial, cuando los dos miembros de
una pareja presentaron la misma secuencia (hermanos por parte de madre), uno de ellos fue
eliminado de los analisis (conformando asi el conjunto que de ahora en adelante sera
denominado NoRelMitos). Para los microsatélites, un conjunto similar fue creado mediante la
eliminacion de uno de los miembros de cada pareja (NoRelMicros). Si un individuo pertenecié a

mas de una pareja, este fue el descartado para asi maximizar la cantidad de muestras.

2.3.1 Estimacion de diversidad genética nuclear y mitocondrial

Para los microsatélites, se considerd polimérfico el locus que presentara al menos dos alelos y
la frecuencia del alelo mds comun no excediera el 95% (Graur y Li, 2000). Con GENALEX v6.5
(Peakall y Smouse, 2012) fueron calculados varios indices de diversidad como: nimero de alelos
(Na), frecuencia alélica, nimero de alelos efectivos (Ne), alelos raros (Nr), alelos privados y
heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He). Con el programa FSTAT (Goudet, 2001), se
determind la riqueza alélica (Rs) que es un indice diversidad genética y expresa una proporcion

de alelos por locus que no depende del tamafio de la muestra.
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Para los mitogenomas, utilizando el programa DNAsp v5.2 (Librado y Rozas, 2009) se
determinaron los siguientes estimadores de diversidad genética: nimero de sitios polimdrficos
(S), numero de haplotipos (h), diversidad haplotipica (Hd) y diversidad nucleotidica (). Los
analisis se hicieron considerando el mitogenoma completo, la porcién codificante de proteinas
y cada uno de los genes por separado. De esta forma fueron identificadas las regiones mas

variables.

2.3.2 Andlisis de diferenciacién genética

Con base en las ecorregiones definidas en el Golfo de México (Wilkinson et al., 2009), el drea de
crianza descrita para S. lewinj en Tabasco, los reportes de abundancia de neonatos y juveniles
en Tamaulipas y los reportes de poca abundancia de neonatos y juveniles en Veracruz, las
muestras fueron separadas en dos grupos: Golfo de México Sur (San Pedro-Frontera, Cd. del
Carmen, Champotén y GM_Campeche) y Golfo de México Norte (Matamoros, San Fernando, La
Pesca y Tampico) y. Los andlisis de diferenciacion genética se realizaron con todos los individuos

y con los conjuntos NoRelMicros y NoRelMitos.

Para los loci microsatélites, el nimero de posibles grupos genéticamente diferenciados (K) fue
evaluado con el programa Structure 2.3 (Pritchard et al., 2000; Falush et al., 2007), donde se
asigna cada individuo a una poblacién con un determinado valor de probabilidad sin asumir a
priori que pertenecen a alguna. Se partié de un fichero de referencia que contenia los genotipos
obtenidos, excluyendo a un Jocus de las parejas de loci ligados (fueron excluidos SLE013 vy
SLE086). Este programa se basa en un modelo de agrupamiento, para lo cual emplea los datos
genotipicos de diferentes loci no relacionados, para inferir la estructura de la poblacién. El
programa se corrio bajo las siguientes condiciones: 500 000 iteraciones para el periodo de burn-
in y 1 000 000 repeticiones de cadenas de Markov y Montecarlo (MCMC). Se evaluaron de uno
a tres valores de K, con 20 iteraciones para cada uno. Para la determinacion del nimero mas
probable de poblaciones (K) se graficd el logaritmo natural del valor de verosimilitud, obtenido
a partir de cada corrida, contra el nimero de K. Se selecciond el nimero de K con el mayor valor
de verosimilitud y la menor varianza (Llanes-Quevedo et al., 2018). El grado de diferenciacion
genética entre las localidades fue estimado mediante el calculo del estadistico Fsr y su
probabilidad asociada, con 10000 permutaciones en el programa Arlequin 3.5.1.2 (Excoffier y

Lischer, 2010).

Para los mitogenomas, primeramente fue estimado el nivel de divergencia genética mediante el

calculo del estadistico Fsr pareado basado en frecuencias haplotipicas (Fst) y en distancias
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genéticas (Dst), con el programa Arlequin (Excoffier y Lischer, 2010). Estos analisis se hicieron
con el mitogenoma completo y con cada uno de los genes que presentaron al menos un sitio
informativo. De esta forma fue identificada la region que mostré sefial de divergencia genética.
La red de haplotipos fue construida en Network v.10 (Bandelt et al., 1999) el cual utiliza un
algoritmo de Median Joining, siendo este el mejor enfoque para analisis de poblaciones

geograficamente cercanas. Esta se hizo con los datos del conjunto NoRelMitos.

24



3. RESULTADOS

De las 74 muestras colectadas, se logré la amplificacidn exitosa de nueve loci microsatélites en
70 individuos y se obtuvieron 73 mitogenomas. En las pruebas de parentesco no se detecto la
presencia de hermanos completos, pero si 35 parejas de medio hermanos. Tres de estas parejas
presentaron los dos miembros con la misma secuencia de mtDNA (hermanos por parte de
madre). Por lo tanto, el conjunto NoRelMicros estuvo formado por 53 individuos (GM_Sur=36;

GM_Norte=17) y el conjunto NoRelMitos por 70 individuos (GM_Sur=49; GM_Norte=21).

Todos los loci microsatélites se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg, con valores de Fis
no significativos (tanto al evaluar de manera independiente al Golfo de México Sur y Norte,
como al evaluarlo todo como una Unica poblacidn) (Tabla Il). De igual forma, todos estuvieron
en desequilibrio de ligamiento, excepto SLE013-SLE027 (p=0.02), SLE013-SLE033 (p=0.02) y
SLE038-SLE086 (p=0.03). Uno de los miembros de cada pareja (SLEQ13 y SLEO86) fue eliminado
para los andlisis de estructura. Luego de realizar la correccién de Bonferroni, solo se detecté la

posible presencia de alelos nulos en el locus SLE025 (p < 0.025).

Por su parte, el mitogenoma estuvo formado por 16 723 pares de bases con una insercién de 10
pb en el tRNA-Cys de 13 individuos. La presencia o ausencia de esta insercidn no influyd en los
valores de diversidad obtenidos y tampoco en la sefial de divergencia detectada. El contenido
de GC fue de 39.4% y AT 60.6%. El mitogenoma fue anotado (Figura 4) para posteriormente

identificar los genes mas variables.
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Figura 4. Mapa del mitogenoma de Sphyrna lewini en el Golfo de México.

3.1 DIVERSIDAD GENETICA NUCLEAR Y MITOCONDRIAL

Todos los loci microsatélites analizados fueron polimérficos con un ndmero de alelos entre 2
(SLEO86) y 14 (SLE013) para un promedio de 7. El nimero de alelos efectivos en la mayoria de
los loci fue inferior a la mitad del nimero total de alelos. Todos los loci tuvieron alelos comunes
acompafiados de otros en frecuencia muy baja (menor al 5%), con excepcién del locus SLE086
donde los dos alelos encontrados estuvieron en una alta frecuencia (Figura 5). La
heterocigosidad observada fue similar a la heterocigosidad esperada con valores promedio de

0.55y 0.57, respectivamente. La riqueza alélica fue muy similar al nimero de alelos (Tabla Il).

Tabla Il. Caracterizacién de los loci microsatélites analizados en neonatos y juveniles de Sphyrna lewini en
el Golfo de México. Tamafio de muestra (N), Numero de alelos (Na), Numero de alelos efectivos (Ne),
Riqueza alélica (Rs), Heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He).

Locus Na Ne Rs Ho He Fis
SLEO13 14 5.3 13.3 0.81 0.81 0.01M
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SLEO25 9 5.8 9.0 0.69 0.83 0.18"
SLEO27 5 2.1 4.9 0.5 0.54 0.07"
SLE028 9 4.4 8.4 0.83 0.77 -0.07™
SLEO33 4 1.3 3.9 0.21 0.25 0.05™
SLEO38 6 2.7 5.8 0.56 0.63 0.12M
SLEO54 3 1 2.8 0.04 0.04 -0.01™
SLEO86 2 1.9 2 0.48 0.47 -0.01™
SLEO89 11 53 10.8 0.82 0.81 -0.01™
promedio 7 33 6.8 0.55 0.57 -
NSvalor de p>0.05
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Figura 5. Distribucién de las frecuencias alélicas para los loci microsatélites SLEO13, SLE025, SLE027,
SLE028, SLE033, SLE038, SLEO54, SLE086 y SLEO89 en neonatos y juveniles de Sphyrna lewini en el Golfo
de México.

En el mitogenoma se encontraron 80 sitios polimérficos (S), de los cuales 25 fueron sitios
variables Unicos. Se detectaron 38 haplotipos que resultd en una diversidad haplotipica alta

(Hd=0.96), mientras que la diversidad nucleotidica fue notablemente baja (n=0.0005) (Tabla IlI).

Al analizar de manera independiente los 13 genes codificantes de proteinas y D-loop, esta uUltima
region resultd ser la mas diversa con el mayor nimero de sitios polimérficos y haplotipos (S=15;
h=14) y los valores maximos de diversidad haplotipica (Hd=0.83) y nucleotidica (n=0.0035). Por

el contrario, el gen menos diverso fue ATP8 (Tabla Ill).
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Tabla Ill. Caracterizacién del mitogenoma, porcidn codificantes de proteinas y Regién Control de
individuos neonatos y juveniles de Sphyrna lewini en el Golfo de México. NUmero de sitios polimérficos
(S), numero de haplotipos (h), diversidad haplotipica (Hd) y diversidad nucleotidica ().

Longitud S Sitios Sitios h Hd T
(pb) variables = informativos
Unicos
Mitogenoma completo = 16723-33 ' 80 25 55 38 0.96 0.0005
Porcién codificante 11299 39 13 26 26 0.93 0.0004
proteinas

NAD1 954 6 2 4 6 0.26 0.0004
NAD2 1041 7 3 4 8 0.40 0.0005
Cox1 1533 3 0 3 4 0.35 0.0002
COox2 684 1 0 1 2 0.32 0.0005

ATP8 162 0 0 0 1 0 0
ATP6 677 2 2 0 3 0.06 0.0001
COX3 783 1 0 1 2 0.11 0.0001
NAD3 348 1 1 0 2 0.03 0.0001
NADA4I 294 2 0 2 3 0.53 0.002
NAD4 1370 6 1 5 6 0.35 0.0005
NADS5 1812 6 3 3 7 0.44 0.0003
CytB 1128 3 0 3 4 0.43 0.0004
NAD6 513 1 1 0 2 0.03 0.0001
Region Control 1095 15 2 13 14 0.83 0.0035

Cuando se realizaron los analisis por regiones geograficas, todos los indices de diversidad
genética calculados para los marcadores nucleares y mitocondriales fueron superiores en el
Golfo de México Sur, excepto la diversidad haplotipica y los sitios variables Unicos que fueron
mayores en el Golfo de México Norte, mientras que la diversidad nucleotidica fue igual en ambas

regiones (Figura 6y 7).
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Figura 6. Comparacion de los valores promedio de diversidad genética nuclear de Sphyrna lewini entre Golfo
de México Sur y Golfo de México Norte, basados en el andlisis de nueve loci microsatélites. Tamafio de
muestra (N), nimero de alelos (Na), nimero de alelos efectivos (Ne), heterocigosidad esperada (He).
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Figura 7. Comparacion de los indices de diversidad genética del mitogenoma de individuos de Sphyrna lewini
entre el Golfo de México Sur y Golfo de México Norte. Tamafio de muestra (N), nimero de sitios polimérficos
(S), numero de haplotipos (h), diversidad haplotipica (Hd) y diversidad nucleotidica ().

3.2 EVALUACION DE ESTRUCTURA GENETICA

Para los microsatélites, el andlisis de agrupamiento realizado con Structure mostré que todos
los individuos presentaron alrededor de un 50% de probabilidad de pertenecer a cada uno de
los grupos asignados (Golfo de México Sur o Golfo de México Norte) (Figura 8), siendo K=1 el
numero de grupos mas probable. Por su parte, el valor de Fsr fue bajo y no significativo al analizar
a todos los individuos (Fsr=-0.008, p=0.86), asi como al evaluar al conjunto NoRelMicros (Fsr=-

0.01, p=0.74).
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Figura 8. Probabilidad de pertenencia de los individuos de Sphyrna lewini a cada grupo definido, inferida
con datos de 7 loci microsatélites en Structure. Golfo de México Sur (verde) y Golfo de México Norte
(azul). (a) total de individuos; (b) conjunto NoRelMicros.

Para el mitogenoma completo considerando a todos los individuos y al conjunto NoRelMitos, los
valores de Fst y @®st en ambos casos fueron bajos y no significativos (Tabla IV). Al evaluar de
manera independiente a los genes que presentaron al menos un sitio informativo (D-loop,
NAD4L, NAD4, COX1, CytB, COX2, NAD5, NAD1 y COX3), solo hubo sefial de diferenciacion
significativa con D-loop (Tabla V). Con esta regién fue construida la red de haplotipos, para un
total de 14 haplotipos de los cuales seis fueron compartidos por ambas regiones, cinco
exclusivos del Golfo de México Sur y tres del Golfo de México Norte (Figura 9). El haplotipo 1 fue
el mas comun (N=26) y estuvo representado en su mayoria por individuos del Golfo de México

Sur.

Tabla IV. Valores de Fst y ®Ost pareados basados en el mitogenoma de todos los individuos neonatos y
juveniles de Sphyrna lewini (encima; Golfo de México Sur N=52, Golfo de México Norte N=21) y el conjunto
NoRelMitos (debajo; Golfo de México Sur N=49, Golfo de México Norte N=21).

Golfo de México Sur Golfo de México Norte
Golfo de México Sur Fs=0.007™ | ®s=0.04Ns
Golfo de México Norte = Fs=0.004™N | ®sr=0.03 ™

NSvalor de p >0.05

Tabla V. Valores de Fsty Ost para cada uno de los genes que presentaron al menos un sitio informativo en
el mitogenoma de Sphyrna lewini del Golfo de México. Los valores fueron calculados con el conjunto
NoRelMitos.

Fst Ot
D-loop  0.06* 0.06*
NADA4L 0.09 0.07
NAD4 0.04 0.05
COX1 0.03 0.05
NAD2 0.02 0.03
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CytB 0.03 0.03

COX2 0.012 0.012

NADS5 -0.002 0.006

NAD1 -0.01 0.006

COX3 -0.03 -0.03
*Valor de p<0.05

B v norte e

Figura 9. Red de haplotipos obtenida mediante un algoritmo de Median Joining a partir del andlisis de la
Regidn Control del mitogenoma de Sphyrna lewini en el Golfo de México. Para su construccién fueron
empleados los datos del conjunto NoRelMitos. El tamafio del circulo es proporcional al nimero de
individuos que presentaron ese haplotipo.
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4. DISCUSION

4.1 DIVERSIDAD GENETICA NUCLEAR Y MITOCONDRIAL

Los valores promedio de diversidad genética en términos de numero de alelos, vy
heterocigosidad observada y esperada estimados para los loci microsatélites, fueron inferiores
a los reportados para la especie en trabajos previos (Nance et al., 2011; Quintanilla et al., 2015;
Spaet et al., 2015) donde utilizan al menos ocho de los nueve loci analizados en este estudio
(Tabla VI, Figura 10). En el presente trabajo detectamos que el locus con mayor nimero de alelos
fue SLE013 (14 alelos), a diferencia de lo encontrado en poblaciones del Pacifico Este (Quintanilla
et al., 2015 y Nance et al., 2011) y la Peninsula Ardbica (Spaet et al., 2015) donde el marcador
mas variable fue SLEO25 con 19, 30y 34 alelos, respectivamente. Justamente, en el locus SLE025
fue el Unico donde se detectd la posible presencia de alelos nulos, lo cual podria explicar el bajo

numero de alelos encontrados en este trabajo.

Por otra parte, la heterocigosidad promedio obtenida fue inferior a la registrada para individuos
de las costas estadounidenses del Golfo de México (Daly-Engel et al., (2012). Dado que los
machos tienen una dispersion aleatoria (Daly-Engel et al., 2012), esperariamos que los niveles
de diversidad nuclear en el Golfo de México fueran similares. Nosotros descartamos que la
menor diversidad encontrada se deba al tamafio de muestra dado que fueron evaluados 70
individuos, mientras que Daly-Engel et al. (2012) analizaron 43 individuos. Tampoco
corresponde a variaciones temporales causadas por el periodo de muestreo ya que al hacer la
comparacioén solo con las muestras colectadas en el 2010y 2013, los valores obtenidos (Ho=0.55,
He=0.57) siguieron siendo inferiores. Por lo tanto, en este caso podria estar influyendo el
numero de marcadores asi como la cantidad de variacion de cada uno. En el presente estudio
fueron analizados nueve loci microsatélites especificos, mientras que Daly-Engel et al. (2012)
emplearon 13 microsatélites especificos e inespecificos y en muchos casos estos ultimos
presentaron un mayor numero de alelos. Solo cinco microsatélites fueron compartidos por
ambos trabajos, por lo que se dificulta la comparacién de valores promedio debido a que no
todos los marcadores presentan el mismo grado de variacién y por tanto no contribuyen igual a

la heterocigosidad.

Finalmente, el nimero de alelos efectivos en la mayoria de los loci fue inferior a la mitad del
numero total de alelos, lo cual indica que aproximadamente el 50% de los alelos de cada locus
son los que mas estan contribuyendo a la heterocigosidad. La riqueza alélica en todos los casos

fue muy similar al total de alelos, lo que sugiere que el tamafio de muestra fue adecuado.
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Tabla VI. Comparacién del tamafio de muestra (N), nimero de loci y nimero de alelos (Na) obtenidos en
el presente estudio con los trabajos previos realizados en S. lewini en donde emplean al menos 8 de los 9
loci microsatélites analizados. MX: Pacifico mexicano; CR: Costa Rica; PAN: Panama; ECU: Ecuador; OAB:
Cuencas arabes.

Autor y Localidad N N° loci Na
Nance et al. (2011) (MX,CR,PAN, ECU) 221 15 -
Quintanilla et al. (2015) (Colombia) 111 15 8.35
Spaet et al. (2015) (OAB) 151 9 16.33
Spaet et al. (2015) (Mar Rojo) 82 9 14.1
Presente estudio (Golfo de México) 70 9 7

0.9
0.8
0.7

0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

0

Ho

B Nance et al. (2011) (MX,CR,PAN, ECU) = Quintanilla et al. (2015) (Colombia)

He

M Spaet et al. (2015) (OAB) M Spaet et al. (2015) (Mar Rojo)

H Presente estudio (Golfo de México)

Figura 10. Comparacion de los valores promedio de heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He)
obtenidos en el presente estudio y los informados previamente para S. lewini empleando al menos 8 de
los 9 loci microsatélites analizados. MX: Pacifico mexicano; CR: Costa Rica; PAN: Panama; ECU:
Ecuador; OAB: Cuencas arabes.

En relacion al genoma mitocondrial de S. lewini, para las comparaciones con los mitogenomas
informados previamente en la especie no se tuvo en cuenta la insercién de 10 pb en el tRNA-Cys
ya que se trata del primer reporte y se requiere su confirmacidn mediante estudios adicionales.
El mitogenoma de S. lewini en el Golfo de México resultod ser el mas pequefio informado para la
especie (16 723 pb) y tiene el tipico orden de genes caracteristico de los vertebrados (Chen et
al., 2015). Los otros dos reportes, ambos con una longitud de 16 726 pb pertenecen a un

individuo capturado en los mares de China (Chen et al., 2015) y a organismos juveniles del
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Pacifico mexicano (Rosales, 2018). El contenido de GC y AT fue muy similar al informado por

Chen et al. (2015).

En términos generales, la diversidad genética informada para los mitogenomas de condrictios
(Feutry et al., (2014 y 2015), Rosales, 2018; presente estudio) es inferior a la registrada para
peces 6seos (e.g. atun aleta atun aleta amarilla Thunnus albacares (Castro, 2018) y Gadus
morhua (Carr y Marshall, 2008)) (Tabla VII). Esto probablemente se deba a la baja tasa de
sustitucidn que caracteriza al mitogenoma de los elasmobranquios (Martin et al., 1992), lo cual

se refleja en bajos indices de diversidad.

El numero de sitios polimdrficos fue inferior al reportado para la misma especie en el Pacifico
mexicano (Rosales, 2018) y para Pristis pristis en Australia (Feutry et al., 2015), pero muy
superior al informado para Glyphis glyphis (Feutry et al., 2014) (Tabla VII). Estas son las Unicas
tres especies de condrictios donde han empleado mitogenomas para analisis poblacionales, de
ahi la dificultad de realizar una comparacién de indices de diversidad dentro del grupo. No
obstante, hay que reconocer que en estos valores pueden estar influyendo muchos factores
como la historia evolutiva de cada poblacidn, el tamano del drea de estudio y la existencia de

barreras al flujo genético.

Tabla VII. Comparacién de los indices de diversidad para el genoma mitocondrial obtenidos en el presente
estudio y los previamente informados en condrictios y peces dseos. NUmero de sitios polimarficos (S),
Proporcion de S (Pn), Numero de haplotipos (h), Diversidad haplotipica (Hd) y Diversidad nucleotidica ().

N  Longitud (pb) S h Hd Tt

Thunnus albacares (Castro, 2018) 82 16 537 581 82 1 0.002
Gadus morhua (Carr y Marshall, 2008) | 32 15,655 298 - 1 -

Glyphis glyphis (Feutry et al., 2014) 93 16 701 19 12 0.76  0.0001

Pristis pristis (Feutry et al., 2015) 92 16912 106 = 22 0.92 0.0011

S. lewini (Rosales, 2018) 198 16 726 115 = 73  0.93  0.0002

S. lewini (Presente estudio) 73 16 723-33 80 38 0.96 0.0005

El fragmento mds variable fue la Regién Control, lo cual difiere de lo reportado por Rosales
(2018) y Feutry et al. (2014) donde la mayor variacion se encontré en ND5 con 15 y 5 sitios
polimérficos, respectivamente. El nimero de haplotipos obtenidos fue un valor intermedio a lo
reportado para S. lewini en el Pacifico mexicano y para G. glyphis en Australia. Estas diferencias

en cuanto numero de sitios polimdrficos y nimero de haplotipos entre las poblaciones del
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Pacifico mexicano (N=198) y las del Golfo de México (N=73) podrian ser debidas al desigual
tamafio de muestra. Mientras mads individuos son analizados, mayor es la probabilidad de

encontrar nuevos sitios polimdrficos y por consiguiente nuevos haplotipos.

La diversidad nucleotidica fue muy baja, consistente con lo esperado dada la baja tasa de
sustitucion del mitogenoma de los elasmobranquios (Martin et al., 1992) y la longitud del
marcador utilizado (16 723 pb) (el 99.5 % del mitogenoma fueron sitios invariables). Por su parte,
la diversidad haplotipica fue alta (Hd=0.96) y ligeramente superior a la reportada para el Pacifico
mexicano (Hd=0.93), a pesar de que el area geografica analizada en el Pacifico es mucho mayor.
Este indice de diversidad puede verse afectado por el muestreo de individuos emparentados. A
mayor tamafio de muestra, aumenta la probabilidad de encontrar nuevos haplotipos y con esto,
aumentar la diversidad. Sin embargo, si se muestrean individuos cercanamente relacionados, a
pesar de que aumente el tamafio de muestra, va a disminuir la diversidad haplotipica, a medida
qgue aumenta la frecuencia en la que aparecen los mismos haplotipos. En el presente trabajo
para este cdlculo fueron eliminados los individuos cercanamente relacionados que presentaron
la misma secuencia de bases, pero no fue asi para los analisis del Pacifico mexicano. Por lo tanto,
no podemos asegurar que la diversidad haplotipica del mitogenoma de la especie en el Pacifico

es menor ya que esto puede ser resultado de problemas de muestreo.

Por otra parte, al evaluar de manera independiente a cada fragmento del mitogenoma, la Region
Control presentd la mayor diversidad. Esto se debe a que no todas las regiones del mtDNA tienen
la misma tasa de sustitucidn, incluso existen porciones codificantes de proteinas que se
mantienen muy conservadas, a diferencia de la Regién Control que se caracteriza por presentar
una elevada tasa de sustitucién (Avise, 2004). Teniendo en cuenta solo esta region, la diversidad
haplotipica registrada para el Golfo de México fue similar a la informada para la especie en el
estudio de filogeografia global realizado por Duncan et al. (2006) (Hd=0.8). A su vez, las
diversidades haplotipica y nucleotidica obtenidas fueron mayores a las reportadas por Rosales
(2018) para el Pacifico mexicano. Esta alta diversidad registrada en la Regién Control de los
individuos del Golfo de México probablemente se deba a la inusual variabilidad encontrada en
el fragmento que va de la posicidn 38 a la 45, en donde se dieron seis transversiones y una
delecion. Estos cambios no se presentaron en la poblacion del Pacifico y resultan poco comunes

en elasmobranquios.

En general, la menor diversidad genética encontrada en el presente estudio para el Golfo de
Meéxico respecto al Pacifico, tanto con marcadores nucleares como con los mitogenomas puede

deberse a factores mencionados anteriormente como el tamafo de muestra y las dimensiones
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del area de muestreo. Sin embargo, también puede estar influyendo el origen y expansion de la
especie. Sphyrna lewini surgié en el Indo-Pacifico con una posterior colonizacién del Pacifico
Centro, Pacifico Este y finalmente el Océano Atlantico (Duncan et al., 2006; Daly-Engel et al.,
2012), quedando aislada la poblacién del Atlantico hace al menos 3.5 millones de afios con la
formacidn del Istmo de Panama. Por lo tanto, si la poblacidn del Atlantico es la mas reciente, es

de esperar que sea la menos diversa.

Finalmente, las diferencias en cuanto a los indices de diversidad (nuclear y mitocondrial)
detectadas en el presente estudio para el GM_Sur y GM_Norte, probablemente se deba al
desigual tamafo de muestra. A mayor tamafo de muestra, se espera un aumento en algunos
indices de diversidad como nimero de alelos, alelos privados, sitios polimérficos y haplotipos.
Si el tamafio de muestra es menor, pero por azar la mayoria de los individuos muestreados
presentan un haplotipo diferente, es de esperar que la diversidad haplotipica sea mayor y por
tanto, existe una alta probabilidad de que al muestrear un nuevo individuo de esa poblacién se
encuentre un nuevo haplotipo. Sin embargo, la historia evolutiva de linajes diferentes también

es un aspecto a considerar al explicar las diferencias observadas.

4.2 ESTRUCTURA GENETICA

La delimitacién y caracterizacidn de las poblaciones puede llegar a ser muy compleja y verse
sesgada por el uso exclusivo de loci heredados uniparental o biparentalmente (Daly-Engel et al.,
2012). Mientras los marcadores mitocondriales cuentan la historia evolutiva de los linajes
maternos, los microsatélites (dada su elevada tasa de mutacién) permiten estimar los patrones
de conectividad recientes, causados por la dispersién de ambos sexos. Es por ello que en el
presente trabajo se emplearon marcadores nucleares y mitocondriales para evaluar la

estructura genética de S. lewini en el Golfo de México.

Para los microsatélites se encontré homogeneidad genética al analizar a todos los individuos asi
como al eliminar a los cercanamente relacionados, lo que demuestra que este resultado no se
vio influenciado por un sesgo de muestreo de individuos emparentados (Anderson y Dunham
2008). Esta ausencia de diferenciacién era de esperar dada la alta movilidad que exhibe la
especie y la dispersion aleatoria descrita para los machos (Daly-Engel et al., 2012). Resultados
similares han sido obtenidos para otras especies de condrictios en el Golfo de México como
Negaprion brevirostris (Ashe et al., 2015) y Carcharhinus leucas (Sandoval-Laurrabaquio et al.,

2019; Karl et al., 2011). Otro ejemplo es el estudio realizado en Carcharhinus acronotus donde
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utilizaron 23 microsatélites y no detectaron diferencias genéticas entre individuos muestreados

en Campeche, Texas y Lousiana (Portnoy et al., 2014).

Por otra parte, al emplear el genoma mitocondrial completo tampoco hubo sefial de
diferenciacion genética. Al analizar un marcador tan largo (16 723 pb), aumenta la probabilidad
de encontrar sitios polimdrficos y con esto la aparicién de nuevos haplotipos. Por lo tanto, si el
tamafio de muestra no es lo suficientemente grande, la probabilidad de que un haplotipo sea
compartido por al menos dos individuos serd muy baja y por consiguiente el valor de Fsr basado
en la frecuencia de haplotipos se verd afectado. Un ejemplo donde utilizan todo el mitogenoma
y no encuentran sefial de diferenciacidn, a pesar de estar muestreando individuos (N=43)
procedentes de mares muy alejados, es el del calamar gigante (Winkelmann et al., 2013). Esto
refuerza la importancia de tener un elevado tamafio de muestra al analizar un marcador tan

largo.

Sin embargo, no siempre el empleo de todo el mitogenoma tiene las mismas consecuencias.
Analisis realizados en Sphyrna lewini (Rosales, 2018), Pristis pristis (Feutry et al., 2015), Glyphis
glyphis (Feutry et al., 2014-2017), Chelonia mydas (Shamblin et al., 2012) y Orcinus orca (Morin
et al., 2010) han permitido esclarecer los patrones filogeograficos de estas especies, los cuales
no habian sido detectados solo con el empleo de la Regidon Control. En estos estudios se
utilizaron tamafios de muestra mayores a los analizados en el presente trabajo, lo que
probablemente influyoé en la sefial de diferenciacion encontrada (a mayor tamafio de muestra,
aumenta la probabilidad de encontrar haplotipos compartidos). En el caso de G. glyphis solo
NAD5 y 12S mostraron sefiales de diferenciacién similares a las del mitogenoma (Feutry et al.,
2014), mientras que con el resto de los genes no se encontraron evidencias de estructura
genética. Por su parte, en el estudio realizado en Clupea harengus los valores de Fsr fueron
significativos al analizar el mitogenoma completo, D-loop y ocho genes independientes,

presentando COX2 la mayor sefial de diferenciacion (Teacher et al., 2012).

En el presente estudio solo se detectaron diferencias genéticas al analizar la Regién Control lo
que probablemente se deba a que las regiones mitocondriales tienen una tasa de sustitucion
diferente y notablemente baja en algunos genes. Por tanto, al utilizarse todo el mitogenoma, la
baja tasa de sustitucidn de algunas regiones puede diluir la sefial de divergencia genética, la cual
solo puede ser detectada por la variacién contenida en algunas porciones con mayor tasa de

sustitucion.
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Justamente, la Regién Control es uno de los fragmentos con mayor tasa de sustitucion, de ahi
que esta ha sido ampliamente utilizada en estudios poblacionales a escalas pequefias de tiempo
evolutivo (cientos o miles de afios) (Vazquez-Dominguez et al., 2009). En S. lewini se estima que
la tasa de sustitucién de este fragmento es de 0.8% de divergencia entre linajes por millén de
afios (Duncan et al., 2006), valor similar al propuesto para el género Negaprion (0.67% por millon
de afios) (Schultz et al., 2008), resultados que apoyan la baja tasa de sustitucion del mitogenoma
de tiburones (Martin et al., 1992). Entonces, si la tasa de sustitucién de la regién mas variable
del mtDNA es notablemente baja, es de esperar que otras porciones mucho mas conservadas
como los genes codificantes de proteinas de la cadena respiratoria, no muestren sefial de
diferenciacion al analizar linajes recientes, geograficamente cercanos y separados hace unos
pocos cientos o miles de afios (se estima que la poblacidn del Atlantico de Estados Unidos tiene
75 000 afios (Duncan et al., 2006)). Algunos ejemplos de trabajos realizados en tiburones donde
utilizan este marcador y detectan diferencias genéticas entre poblaciones geograficamente
cercanas, son los realizados en Negaprion brevirostris (Ashe et al., 2015) y Carcharhinus leucas

(Tillett et al., 2012).

Particularmente en el Golfo de México, existen pocos estudios en condrictios donde evalien
divergencia genética entre Sur y Norte. Utilizando la Regidn Control se encontraron diferencias
en Sphyrna tiburo (Escatel-Luna et al., 2015) y Carcharhinus limbatus (Keeney et al., 2005). Sin
embargo, en otras especies como C. acronotus (Portnoy et al., 2014) y C. leucas (Sandoval-
Laurrabaquio com. pers.) no se ha encontrado esta diferenciacion. Esto probablemente se deba
a que los requerimientos ecoldgicos, los patrones de dispersion (Rooker et al., 2019) y las

estrategias reproductivas varian en cada una de las especies.
4.3 FILOPATRIA DE Sphyrna lewini

Sphyrna lewini es una de las especies en las que ambos sexos exhiben estrategias reproductivas
diferentes, donde las hembras invierten mucha mas energia en la reproduccién mediante el
desarrollo de grandes dvulos, largos periodos de gestacion y migraciones a las dreas de crianza
(Daly-Engel et al., 2012). Esto conduce a diferencias en el potencial de dispersién (Portnoy et al.,

2010), lo que puede generar la aparicion de estructura genética.

La homogeneidad genética detectada con marcadores nucleares y la diferenciacidon genética
encontrada con la Regién Control de mtDNA en neonatos y juveniles muestreados en areas de
crianza del Golfo de Meéxico, sugieren la existencia de filopatria en las hembras. Este

comportamiento no representa una interrupcién del flujo genético, sino una segregacion
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diferencial de haplotipos a través de varias generaciones que da lugar a diferencias en la
frecuencia en la que aparecen los haplotipos en las distintas areas de crianza (Hueter et al.,
2005). El nivel de diferenciacion entre linajes pertenecientes a cada drea de crianza estd
determinado por el grado de arraigo de las hembras adultas de las especies que exhiben este

comportamiento (Hueter et al., 2005).

La filopatria ha sido documentada en varias especies de condrictios (e.g. Sandoval-Laurrabaquio
etal., 2019; Klein et al., 2019; Kenney et al., 2005), incluyendo S. lewini (Daly-Engel et al., 2012).
Sin embargo, es importante identificar la escala geografica a la que se esté dando este
comportamiento. En el caso de |a filopatria natal, las hembras regresan exactamente a sus sitios
de nacimiento (Chapman et al., 2015), por lo que se esperan diferencias genéticas a escalas muy
pequefias. Por su parte, en la filopatria regional las hembras regresan a sus regiones de
nacimiento (Chapman et al., 2015), por lo que las diferencias genéticas se deben presentar a
mayor escala. Asociado a esto esta el tamario y la vagilidad de la especie. En especies pequeiias
y de vagilidad restringida como Sphyrna tiburo (longitud méaxima de 150 cm) se espera un
predominio de la filopatria natal, mientras que en especies grandes y altamente mdviles como
Carcharhinus leucas (longitud maxima de 340 cm), predomina la filopatria regional (Sandoval-

Laurrabaquio et al., 2018).

En el presente estudio, la homogeneidad genética detectada con marcadores mitocondriales
entre las localidades pertenecientes a una misma region, y la diferenciacidn genética encontrada
entre GM_Sur y GM_Norte sugieren que la especie exhibe un comportamiento filopatrico
regional. De esta forma fueron identificados dos linajes, uno presentado por los individuos de
areas de crianza de Tamaulipas y el otro de Tabasco+Campeche. Este uso preferencial de una
region u otra puede estar determinado por las caracteristicas del GM_Sur y el GM_Norte, las
cuales constituyen ecorregiones de provincias biogeograficas diferentes (provincia Tropical del
Atlantico Noroccidental y provincia Carolineana, respectivamente) (Neigel, 2009) que no solo
difieren en caracteristicas ecoldgicas, sino que también han estado influenciadas por factores

histéricos diversos.

No obstante, consideramos que no debe descartarse la posible existencia de filopatria natal, la
cual no pudo ser evaluada en el presente trabajo dado el bajo tamafio de muestra obtenido para
algunas localidades. En este sentido, sugerimos realizar mas estudios aumentando el tamafio de
muestra y la escala geografica a analizar e incorporando datos de marcaje para de esta forma
poder extraer conclusiones mas sélidas relacionadas con la existencia de un comportamiento

filopatrico en la especie.
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La informacion obtenida resulta esencial en el mantenimiento del acervo genético de la especie,
puesto que, como se menciond anteriormente, la filopatria conduce a la formacién de linajes
diferentes, los cuales tienen caracteristicas Unicas. Ademas, puede ser utilizada como
herramienta en la identificaciéon de dreas de crianza de la especie, a partir del conocimiento de
la distribucion y abundancia de haplotipos. Estos elementos deben ser tomados en cuenta para
lograr un buen manejo pesquero de las poblaciones de S. lewini. La sobreexplotacion de
individuos pertenecientes a una region de crianza puede provocar la pérdida de diversidad
genética por herencia materna y con esto afectarse el potencial reproductivo de la especie asi
como su capacidad de adaptacion a condiciones ambientales cambiantes. Incluso, la pérdida de
diversidad se ha identificado como uno de los riesgos mas importantes para la persistencia de
las especies que no solo afecta la dinamica poblacional, sino que también influye en la estructura

de las comunidades (Verdu, 2009).
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5. CONCLUSIONES

El mitogenoma de Sphyrna lewini en el Golfo de México es el mas pequefio informado para la

especie y tiene el tipico orden de genes de los vertebrados.

La diversidad genética nuclear y mitocondrial de S. lewini en el Golfo de México es de las mas

bajas registradas para la especie.

La Regién Control del mtDNA resultd ser el fragmento mds informativo y el Unico que mostré

sefial de divergencia genética entre las ecorregiones GM_Sur y GM_Norte.

La homogeneidad genética detectada con marcadores nucleares y la diferenciacién encontrada
con la Regidon Control del mtDNA sugieren la existencia de un comportamiento filopatrico
regional en las hembras de S. lewini, en donde probablemente, las costas de Tamaulipas

representen una regién de crianza no identificada hasta el momento.

No descartamos la posible existencia de filopatria natal por lo que es necesario aumentar el
numero de muestras para determinadas localidades y complementar la informacién genética

con datos de marcaje.
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