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Resumen

De acuerdo con la UICN, el tiburon martillo Sphyrna zygaena estd catalogada como
vulnerable por la UICN y es una especie de importancia pesquera a nivel mundial. La
filogeografia y estructura genética de S. zygaena fueron estudiadas a lo largo de su
distribucion en el Océano Pacifico Oriental (OPO) con base en 301 secuencias de la regién
control del ADN mitocondrial (RC-ADNmt) y cuatro loci de microsatélites. La diversidad
genética global de la especie en el Océano Pacifico Oriental fue relativamente alta comparada
con otras especies de elasmobranquios, al presentar una diversidad haplotipica (h) de 0.65y
nucleotidica (z) de 0.000119; los valores obtenidos de Ho= 0. 627 y Heg= 0.62 fueron
intermedios. A lo largo del OPO se identificaron dos unidades genéticas con el ADNmt una
al norte y otra al sur del ecuador. La diversidad genética en la poblacion sur fue mayor (h:
0.5701 +/- 0.0361 and 7: 0.001+/- 0.001) que la poblacion norte (h: 0.0608 +/- 0.0291 and =:
0.062). La historia demografica de S. zygaena, se analizd con la prueba de neutralidad y
coalescencia basados en aproximaciones bayesianas; ambas poblaciones mostraron evidencia
de expansion poblacional aproximadamente 8 500 afios atras en poblacién norte y hace 25
000 afios en la poblaciéon sur. Los analisis de AMOVA con el DNAmt proporciond evidencia
de la gran diferenciacion entre las poblaciones norte y sur de la linea del Ecuador en el OPO
®CT: 0.705 P: 0.0033), y dicho resultado fue contrastante con los obtenidos con los
microsatélites, ya que el marcador nuclear identificd s6lo una poblacion de S. zygaena en el
OPO. La informacion de la estructura genética de la poblacion con el DNAmt sugiere que
las hembras de S. zygaena presentan cierto grado de comportamiento filopatrico (filopatria
al sitio de nacimiento), mientras los machos contribuyen al flujo génico entre las poblaciones.
La informacion generada en este trabajo podra ser Gtil para la conservacion y manejo de la
especie no solo a niveles de nacidn, sino también internacional.

Palabras clave: Sphyrna zygaena, ADNmt, microsatélites, pesqueria, conservacion,

antitropical, estructura genética, diferenciacion genética, ciclos glaciales.



Abstract
According to UICN, S. zygaena is listed as a vulnerable globally species due to intensive
fishing pressure. The purpose of this work is to present the results of the studies on the genetic
structure and phylogeographic of the hammerhead shark Sphyrna zygaena in the Eastern
Pacific Ocean (EPO) based on 301 mitochondrial sequences of Control Region (mtDNA)
and four microsatélites loci. The total genetic diversity was relatively high compared to other
elasmobranchs, it shows haplotype diversity (h) of 0.65, nucleotide diversity (z) of 0.000119;
nuclear data values of Ho and He obtained Ho= 0. 627 and He= 0.62 were intermediate. Two
genetic population units were identified in the EPO with mtDNA. The genetic diversity was
higher south of the EPO (h: 0.5701 +/- 0.0361 and =: 0.001+/- 0.001) than in the northern
area (h: 0.0608 +/- 0.0291 and =: 0.062). The historical demography of S. zygaena was
examined using neutrality tests and coalescence analyses based on Bayesian approximations
and both populations showed evidence of population expansion approximately 8 500 years
ago in the north and 25 000 years ago in the south. The AMOVA analysis provided evidence
of a high genetic differentiation between population groups north and south of the Equator
in the EPO detected by means of the DNAmt (®CT: 0.705 P: 0.0033), and the results were
contrasting with those of the microsatellites, because these molecular markers identified only
one population of hammerhead sharks in the EPO. This information in addition to the
population genetic structure detected through mitochondrial DNA, suggests that S. zygaena
females exhibit a greater degree of reproductive philopatry (natal site philopatry), while
males resulting in sex-biased gene flow. The information generated in this work may be
useful for the conservation and management of the species not only at nation levels, but also

international.



Filogeografia y estructura genética de Sphyrna zygaena %

Pt
1. INTRODUCCION

El ambiente marino se ha considerado como un sistema carente de barreras a la dispersion,
con ecosistemas unicos, comunidades que han dado lugar a gran diversidad marina (Toonen
y Mol 2016) y a diversas distribuciones geograficas originadas por barreras oceanograficas
(Burridge 2002), por lo que algunas especies se pueden caracterizar por exhibir niveles de
divergencia genética bajos o nulos (Boomer et al. 2012) o puede haber concordancia en
divergencias genéticas entre especies (Avise 1992, Carpenter et al., (2011), Toonen et al.
(2011). Los elasmobranquios son uno de los grupos mas exitosos y diversos, con mas de
1000 especies conocidas en la actualidad en todo el mundo (Ebert et al. 2013). Esta diversidad
es resultado de procesos de especiacion ocurridos en muchas ocasiones en ausencia de
barreras geograficamente distinguibles (Bernardi 2013). Por tanto, es fundamental
comprender los componentes y los procesos histéricos de la distribucion espacial de linajes
de genes considerando el tiempo y espacio que han dejado marcas evolutivas en la
distribucion geografica actual de las especies (Avise 2000). Estimar los niveles de diversidad
genética poblacional, es necesario para detectar niveles de flujo génico, eventos de
divergencia, estimar tamafios poblacionales de una especie en el pasado, como fueron y qué
ocasionaron sus fluctuaciones; asi como determinar el grado de estructuracion poblacional
de las especies a lo largo de su distribucién. Por esto, los estudios de genética molecular de
poblaciones naturales empleando marcadores y técnicas especiales, juegan un papel
preponderante en la determinacion de estructura genética de los elasmobranquios; ya que
ofrecen la oportunidad de generar bases cientificas para el planeamiento y definicion de
estrategias de conservacion y manejo de pesquerias de elasmobranquios (Heist 1999, Ward

2000, Dudgeon, et al., 2012)
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Un marcador molecular es cualquier molécula proteica o secuencia de ADN con la que se
puede detectar y comparar variaciones en el genoma (Avise 2000, Beebee y Rowe 2008). Sin
embargo, cuando el proceso de aislamiento poblacional es reciente, la deteccion de la sefial
de divergencia es una tarea dificil. Por tanto, la implementacion de marcadores moleculares
con diferentes tasas evolutivas permite detectar procesos microevolutivos a una escala
temporal distinta, accediendo a la reconstruccion de la historia de las poblaciones Heist et al.
(1995).
La molécula de ADN mitocondrial (ADNmt), se encuentra conformada por 37 genes
funcionales, 13 que codifican para ARNs mensajeros, 13 para proteinas y 22 que codifican
para tARNSs; presenta una alta tasa de evolucion, en comparacion con el ADN nuclear, por
su menor tamafio efectivo poblacional, su herencia generalmente materna, su practicamente
nula recombinacion (Avise 2000). En virtud de estas propiedades el ADNmt, es empleado en
estudios filogeogréaficos, para intentar interpretar la extension y modo en que los procesos
demogréficos histdricos han dejado marcas evolutivas en la distribucion geogréafica actual de
los caracteres genéticos contenidas en la molécula de ADN de los diversos organismos (Avise
2000, Vazquéz-Dominguez 2007). Por su parte los microsatélites (o Short-Sequence
Tandem Repeat, SSRT), son marcadores muy Utiles debido a su alto nivel de polimorfismo,
a su variacion alélica y a su posibilidad de detectar alelos provenientes de ambos padres en
organismos diploides, los hace utiles para identificacién de individuos; deteccién de la
variacion genética intra e interespecifica, en el analisis de linajes, evaluar el flujo genético,
el tamafio efectivo poblacional, la introgresion, y realizar analisis de paternidad, entre otros
Edwars et al. (1991), Vendramin et al. 1998, Marshall et al. (1998), Aranguré-Mendez et al.

(2005).
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Debido a las ventajas caracteristicas de los marcadores moleculares, la mayoria de los
estudios genéticos poblacionales recientes consideran el uso simultaneo de ADN
mitocondrial y nuclear, como por ejemplo los microsatélites (Heist et al. 1996). Por ello la
aplicacion de la genética molecular en los estudios de elasmobranquios en las Gltimas décadas
han sido relevante para detectar el grado de conectividad entre poblaciones e identificar
patrones filogeograficos (Keeney et al. (2003), Ovenden et al., (2010), Cochrane 2002,
Dudgeon et al. (2012)), asi como en la identificacion de las Unidades Evolutivamente
Significativa (por sus siglas en inglés ESUs). Estas Ultimas se definen como un grupo de
organismos con caracteristicas genéticas que surgen de una historia evolutiva independiente,
con reclutamiento local y caracteristicas bioldgicas Unicas que deben ser manejadas
independientemente (Moritz 1994, Fraser y Bernatchez 2001). No obstante, este nivel de
organizacion poblacional para fines de conservacién y/o manejo, pocas veces son
contempladas junto con los parametros de historia de vida de los tiburones, dindmica de
captura, entre otros; a pesar de que han reportado ESUs en algunos grupos (Stein, et al., 2018)
y especies de tiburones como Alopias pelagicus (Cardefiosa et al. 2014) y Carcharhinus
galapagensis (Pazmifio et al. 2018). Por otra parte, la presencia de barreras oceanogréaficas
(corrientes marinas, temperatura superficial del mar — TSM y en la columna de agua),
geograficas (como istmo de panama) y la dispersion diferencial de sexos, han sido los
fendmenos que han permitido explicar las divergencias genéticas en elasmobranquios
(Hueter et al. 2005, Dudgeon, et al., 2012).

La conectividad fisica entre las poblaciones de tiburones con distribucion mundial ha sido
analizada con datos obtenidos de métodos directos usando de marcaje convencional, acUstico
y satelital. De igual manera, se han empleado, métodos indirectos como marcadores

moleculares (nucleares y mitocondriales) con los que se han detectado procesos de
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divergencia. En ocasiones la combinacion de los resultados de estudios con métodos directos
e indirectos, se han complementado permitiendo un analisis mas completo de la estructura
poblacional de las especies estudiadas (Dudgeon, et al., 2012).

En el reporte de estudios basados en marcadores moleculares, predominan los bajos niveles
de diversidad y diferenciacion genética entre poblaciones, aunque también existe casos de
estudio en los que se detecta de estructuracion genética significativa junto bajos niveles de
flujo génico. En muchos casos, la divergencia genética ha sido atribuida a comportamiento
filopatrico, como en el tiburon martillo Sphyrna lewini (Duncan et al. (2006), Nance et al.
(2011)), el tiburén mielga Squalus acanthias (Verissimo et al. 2010) y tiburén blanco
Carcharodon carcharias (Pardini et al. 2001, Gubili, et al., 2011). La filopatria, se ha
definido como el comportamiento de un individuo cuando retorna a su zona natal o area de
crianza (Mayr, 1963) y permanece en ella durante afios consecutivos (Hueter et al. 2005).
Este comportamiento puede considerarse como filopatria natal, cuando retorna a su area natal
de crianza mientras que la filopatria sexo-especifica, seria la situacion cuando uno de los dos
sexos es filopatrico, frecuentemente es la hembra la que presenta este comportamiento
(Hueter et al. 2005). Ademas, en los tiburones se ha reportado no solo filopatria a las zonas
de crianza sino también a zonas de apareamiento y alimentacion (Hueter et al. 2005).

La existencia de poblaciones genéticamente discretas con distinta capacidad de respuestas a
las presiones ambientales es un aspecto por considerar en el disefio de estrategias de
administracion y conservacion, dado el impacto que pueden tener las capturas sobre la
diversidad genética de las ESUs y en consecuencia en su potencial adaptativo, debido la
pérdida de variacion genética unica en poblaciones locales (Keeney et al. (2003), Graves
1998). Este hecho, destaca la relevancia del conocimiento basico de la estructura genética

poblacional de especies capturadas intensamente, tal es el caso de los tiburones, que desde la
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década de los ochenta y noventa a raiz existe una alta demanda de sus productos. La
combinacion de la pesca intensiva y las caracteristicas bioldgicas particulares que presentan
la mayoria de los tiburones, como madurez sexual tardia, periodos largos de gestacion y
numero reducido de crias, resulta una combinacidn desventajosa para estos organismos por
la baja capacidad de recuperacidn y en consecuencia han contribuido a la disminucion notable
de las poblaciones (Hoenig y Gruber, 1990, Musick 1999, Carrier et al. 2010). El riesgo de
extincidn es una situacion que se esta observando en varias especies del género Sphyrna, las
que se considera estan siendo probablemente eliminadas del Golfo de California y del
Pacifico central mexicano (Pérez-Jiménez, 2014), en donde fueron histéricamente
abundantes (Hernandez-Carballo 1967).

El nivel actual de explotacion de tiburones, tanto a nivel nacional como internacional, ha
dado lugar a nuevas e importantes iniciativas de conservacion y manejo (Fowler, et al.,
(2005), Camhi et al. 2008). Por ejemplo, en México, se han determinado periodos de veda,
en el pacifico mexicano de 90 dias, misma que fue publicada el 11 de mayo del 2012 (DOF
2012) al 31 de junio, aplicandose cada afio a partir de 2013-14. En el Golfo de México y Mar
Caribe, aplica del 1 de mayo al 30 de junio cada afio a partir del 1 de mayo del 2012 y del 1
al 31 de agosto de cada afio en el area del Banco de Campeche. A nivel internacional,
instituciones como la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN), ha
seguido instando a los gobiernos a fijar limites de captura en las pesquerias con ayuda de los
especialistas en el area e insiste en la proteccion de los tiburones y rayas. De acuerdo con una
evaluacion del estado de conservacion de los elasmobranquios, la UICN, clasifica a los
tiburones martillo Sphyrna mokarran, S. lewini y S. zygaena como especies globalmente en
Peligro. Con el fin de reforzar las medidas de conservacion en el &mbito internacional para

las especies consideras en amenaza o peligro, la CITES inici6 a incluirlas su apéndice Il a
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partir del 2014 junto con otras especies que estaban incluidas anteriormente (CITES 2013y
2014), con el objetivo de controlar su comercio internacional y contribuir a su uso sustentable
(Castillo-Géniz y Tovar-Avila 2016).

Ante este escenario, los estudios genéticos resultan de gran relevancia para el disefio de
estrategias de conservacion del patrimonio genético (Allendorf y Luikart 2007, Beebee y
Rowe, 2008) de las especies que se encuentran en peligro y particularmente en el manejo de
pesquerias a las cuales los elasmobranquios contribuyen de manera notable en todo el mundo
(Dudgeon, et al., 2012).

En el presente estudio se busco identificar la existencia de poblaciones genéticas distintas del
tiburdn cornuda cruz (Sphyrna zygaena) a lo largo del Océano Pacifico Oriental, su relacion
con eventos del pasado y obtener informacién acerca de la estructura genética de sus
poblaciones. Se espera que la informacion generada a nivel poblacional se pueda integrar con
los parametros de historia de vida que se conoce hasta el momento de la especie, en funcion
del manejo pesquero y disefio de estrategias de conservaciéon dentro del Plan de Accion
Nacional para el manejo y Conservacion de tiburones y rayas y Especies Afines en México
(PANMCT). A su vez se contribuya a la conservacion del patrimonio genético de S. zygaena

a nivel nacional y/o regional.
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2. ANTECEDENTES
2.1 Biologia de Sphyrna zyagena

El tiburén cornuda cruz Sphyrna zygaena, habita en zonas costero-pelagicas a nivel mundial
(Compagno, 1984). Presenta una distribucion anfitemperada, la cual consiste en una
distribucion en aguas templadas de los hemisferios norte y Sur, siendo menos frecuente en
aguas tropicales, al igual que las especies Lamna nasus, Cetorhinus maximus y Carcharodon
carcharias (Compagno 1984, Compagno 2003). En el Océano Pacifico Oriental (OPO) S.
zygaena, se encuentra desde la costa occidental de la Peninsula de Baja Californiay, el Golfo
de California en el Pacifico mexicano, las Islas Galapagos y desde Panama hasta la Patagonia
(Figura 1) (Compagno 1984). Existe una discontinuidad en la distribucion de la especie
notable en el Pacifico central, ya que su presencia en la regién sur del Pacifico mexicano y
en Centroamérica es escasa (CRACCITES 2015, Maté 2005), lo que corresponde a una
distribucion anfitemperada. Esta distribucion, probablemente estd relacionada con una
barrera oceanografica ocasionada por las contracorrientes ecuatoriales, que aportan aguas
calidas hacia el OPO (Pifiero et al. 2008).

Poco se conoce acerca de la biologia de S. zygaena, pero esta documentado que utiliza zonas
costeras de la regidn central del Golfo de California (Bahia de Kino), Mar Caribe y costas de
Mazatlan-Sinaloa, como area de reproduccion, nacimiento y crianza en la temporada de
primavera y verano (mayo a agosto) (Saucedo, et al. (1982, Castillo-Géniz et al. 1998,
Villavicencio 2000, Salomén-Aguilar et al. 2009).

De acuerdo con Salomén-Aguilar et al. (2009), el Golfo de California ofrece a S. zygaena en
los primeros afios de vida condiciones adecuadas de temperatura (18 a 31°C) entre los meses
de mayo a septiembre. Estas condiciones permiten a los neonatos crecer rapidamente para

incorporarse a la poblacion de juveniles y adultos (Castro 1993, Castillo-Géniz et al., (2000),
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Mendizabal et al. (2000), Alejo-Plata et al. (2007)). El incremento en la productividad
primaria en invierno-primavera, enriquece las fuentes de alimento disponible y proteccion
para los tiburones neonatos y juveniles en area crianza (Heupel y Simpfendorfer, 2007;

Salomdn-Aguilar et al. 2009).

Figura 1. Distribucion del tiburén martillo cornuda cruz Sphyrna zygaena en los océanos del mundo.
(Tomado de Ebert et al. 2013).

Sphyrna zygaena es una especie vivipara placentaria, con un periodo de gestacion de 10-11
meses, cuyas camadas son de entre 29 - 37 crias. Se les considera juveniles a los organismos
de hasta 4 afios de edad (136-140 cm longitud furcal (LF)); la especie alcanza su primera
madurez sexual entre 210 y 240 cm de longitud total (LT) de acuerdo a Compagno 1984,
Coelho et al. (2011).

El espectro trofico de las especies es muy amplio (Compagno 1984), en el OPO y Golfo de
California consume principalmente cefalopodos costeros (Smale y Cliff, 1998, Castafieda y
Sandoval 2004, Estupifian et al. (2009), Ochoa-Diaz 2009, Bolafio-Martinez, 2009), peces

0seos y otros elasmobranquios (Galvan-Magaria 1989, Ochoa-Diaz, 2009).
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2.2 Estudios de Filogeografia y Genética de Poblaciones

La tierra ha experimentado cambios paleogeograficos y paleoceanograficos, que incluyen la
apertura y cierre de corredores que conectaron cuencas marinas, ocasionando la formacién
de barreras e importantes fluctuaciones en el clima y, por ende, cambios en la flora y fauna
(Ricou 1987), favoreciendo procesos de vicarianza (Schultz et al. 2008).
La filogeografia estudia los principios y procesos que ocasionan la distribucion geografica
de los linajes de genes, sobre todo aquellos entre y dentro de las especies cercanamente
relacionadas (Avise 2000). Los andlisis filogeograficos han sido incorporados con frecuencia
en estudios evolutivos de tiburones. Estos analisis, son relevantes por su capacidad de inferir
en el grado de la estructura genético-poblacional; con una perspectiva ancestro-descendencia,
la deteccion de variacion poblacional, el tiempo de divergencia, la influencia de la dispersion
y vicarianza; asi como la relacion de la distribucién espacial de linajes de genes, que a su vez
esta relacionada con el habitat que ocupan los organismos en la actualidad (Dudgeon, et al.,
2012).
En el OPO, son pocos los estudios genéticos poblacionales en elasmobranquios. Sin
embargo, existen trabajos en los que se han detectado deferencias genéticas entre
poblaciones, como en el caso de S. lewini, en el que se usaron marcadores nucleares
(microsatelites), con los que detectaron diferenciacion genética entre poblaciones en México
(Mazatlan) y Ecuador (Manta), con un indice significativo de diferenciacion genética Fst=
0.004; P=0.05y un patron de aislamiento por distancia (Nance et al., 2011). Las poblaciones
estudiadas mostraron indicios de haber pasado por procesos de cuello de botella y expansion
poblacional probablemente relacionado con las condiciones del Ultimo Maximo Glacial
(UMG). Otro ejemplo, lo representa la especie Galeorhinus galeus, especie en la que se

encontraron diferencias significativas entre poblaciones, ante un escenario sin aparentes
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barreras fisicas entre las poblaciones del Pacifico Norte y el Pacifico Sur y presentaron un
indice de diferenciacion de ®st= 0.67; P < 0.00000, Chabot y Allen (2009). Sin embargo,
otros estudios genéticos de tiburones que incluyen las costas pacificas de México, Costa Rica
y Ecuador, no se detectaron diferencias significativas entre las poblaciones del hemisferio
norte y sur; como se ha visto con en las especies Carcharhinus falciformis (Galvan-Tirado et
al., 2013) y C. limbatus (Keeney y Heist 2006); en las que la capacidad de dispersion y la
amplia distribucion de las especies parecen ser los factores preponderantes ante la ausencia
de esa divergencia genética. En estos dos Gltimos estudios también presentan evidencia de
expansion poblacional reciente, posterior al UMG.

La diferenciacién genética, entre poblaciones de especies de tiburones, ha sido asociada
frecuentemente con procesos de dispersion diferencial de sexos (filopatria), tal como se ha
observado en los tiburones C. limbatus (Keeney et al. (2003), 2005; Kenney y Heist 2006) y
C. leucas (Tillett et al., 2012), ambas especies con notable capacidad de dispersion y
utilizacién de algunos sitios como zonas de crianza. En otros casos la divergencia puede ser
debida a barreras térmicas u otras relacionadas con cambios bruscos en la salinidad de las
masas de agua, como se ha descrito para el tiburén blanco Carcharodon carcharias (Pardini
etal., 2001 y Gubili, et al., 2011).

Trabajos usando regiones altamente variables de ADN mitocondrial han mostrado evidencias
de divergencia genética. Por ejemplo, Keeney et al. (2006) analizaron la region control del
ADNmMt, en su estudio de filogeografia del tiburdon C. limbatus, detectaron divergencia entre
las poblaciones de los océanos Atlantico y Pacifico debido a la formacion del Istmo de
Panama. De igual forma, identificaron geograficamente dos linajes mitocondriales distintos,
pero no pudieron definir los niveles contemporaneos de flujo genético o si las diferencias

fueron resultado de la presencia o no de filopatria. Otro trabajo similar al anterior es el
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realizado a nivel global para S. lewini, por Duncan et al. (2006), utilizando la regién control
del ADNmt (DNAmMt-CR). Identificaron tres linajes divergentes, que se relacionaron con las
areas de crianza, la existencia variacion genetica entre los océanos y localidades del estudio.
La sefial de divergencia en estudios poblacionales, procedentes de diferentes marcadores, no
siempre resulta coincidente, debido a que cada marcador presenta un tipo de herencia y tasa
evolutiva distinta (Charlesworth 1998). Debido a esto, es frecuente encontrar estudios que
empleen marcadores mitocondriales y nucleares simultaneamente, los cuales permiten una
reconstruccion mas precisa de la historia evolutiva de las diversas especies de
elasmobraquios (Dudgeon, et al., 2012).

Evidencia de trabajos que usan ambos marcadores se puede mencionar algunos como el de
Schultz et al. (2008), en el que encuentran evidencias que sustentan una estructura geogréafica
poblacional a lo largo de la distribucién de Negraprion brevirostris y N. acutidens, con
marcadores mitocondriales y nucleares. Sin embargo, los analisis pareados de Fsentre sitios
de muestreo con los resultados obtenidos con los microsatelistes de la especie N. acutidens,
indican que entre las poblaciones de la Polinesia Francesa y Australia existen diferencia
genética significativa, en contraste de los datos mitocondriales. En N. brevirostris, los
microsatélites detectaron flujo entre las poblaciones del Atlantico Occidental y los analisis
mitocondriales indicaron que existe una fuerte estructura entre dichas poblaciones. Los
autores sugieren que la discrepancia de los resultados entre estos marcadores puede ser
explicado por el comportamiento filopatrico de las hembras o por la preferencia de las
especies por las zonas costeras. Otro ejemplo es Carcharhinus limbatus, especie estudiada
por Keeney et al. (2003, 2005), y por Keeney y Heist (2006), usando secuencias de la region
control de ADNmt y microsatélites, encontrando estructura genética poblacional vy

filogeografica a escala global en el tiburon puntas negras. No obstante, los datos
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mitocondriales evidenciaron diferencias significativas entre las areas de crianza del Golfo de
México y del Océano Atlantico debido a la estrecha relacion de las hembras con dichas zonas,
mientras que los microsatélites detectaron estructura genética que sugieren flujo génico por
parte de los machos.

Se conoce que la estructura genética, la filogeografia y los patrones de divergencia en los
tiburones también puede ser influenciada por factores quimicos y térmicos, como se ha
reportado entre las poblaciones del tiburdn blanco Carcharadon carcharias en el Indo-
Pacifico y sur de Africa en el océano Atlantico (Pardini et al. 2001) y del Indo-Pacifico con
el Mediterraneo (Gubili, et al., 2010). Dicha divergencia fue atribuida a barreras térmicas y
a hipersalinidad en el Mar Rojo, Lagos Amargos y Canal de Suez, lo que podria limitar la
dispersion de la especie (Gubuli et al. 2010). Un ejemplo de cémo la temperatura del mar
puede ser una causa de divergencia genética entre poblaciones es el estudio por Verissimo et
al. (2010) con Squalus acanthias; quienes usando muestras procedentes del hemisferio norte
y sur de los océanos Pacifico y Atlantico, para cuyo analisis se emplearon marcadores
mitocondriales y nucleares. El analisis de ambos marcadores coincidié al detectar la
existencia dos poblaciones divergentes tanto en el Pacifico tanto como en el Atlantico; lo que
se ajusta a la distribucion antitropical de la especie y a las caracteristicas regionales de la
historia de vida del tiburdn. La especie objetivo de estudio, S. zygaena también presenta una
distribucion antitropical, lo cual podria presentar una estructura genética parecidas a la de
Squalus acanthias los tantos procesos que pudieron haber intervenido en la filogeografia de
la especie. Igualmente, los estudios realizados por Testerman et al. (2008) y Hernandez-
Mufioz (2013), que han reportado divergencia genética entre poblaciones e incluso entre

hemisferio Norte y Sur de la especie S. zygaena.
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3. AREA DE ESTUDIO

La zona estudiada fue Océano Pacifico Oriental (OPO). Esta region presenta una circulacion
de corrientes oceanograficas caracterizada en la parte norte por la Corriente de California 'y
Corriente Ecuatorial del Norte, en el Sur por la Corrientes de Per( y la Corriente Ecuatorial
del Sur; dichas corrientes forman giros intertropicales del norte y del sur, que a su vez
ocasionan una contracorriente, llamada Contracorriente Ecuatorial que viaja desde el este
(Wyrtki 1966). En el Pacifico el clima promedio estd dado por el sistema de alta presion que
permite el flujo de los vientos Alisios, hacia la baja presion del oeste induce una corriente
fria en esta direccion. El agua célida se apila en el Pacifico oriental, mientras que el agua fria
regresa en una corriente subsuperficial (Wyrtki 1966).

ElI OPO presenta tres masas de agua; una masa de agua subtropical de temperatura variada y
de alta salinidad, una masa de agua superficial tropical elevada temperatura y baja salinidad
y una masa de agua fria superficial subtropical al sur (Figura 2) (Wyrtki 1966, Fiedler 1992
y Lara-Lara, et al., 2008).

Por su parte, el Golfo de California posee un gradiente de temperatura media mensual amplia,
desde 9°C cerca Cabo Corrientes, hasta 22°C en la boca del Rio Colorado (Roden y Emilsson
1980, Alvarez-Borrego 1983). Las temperaturas superficiales mas bajas son
persistentemente encontradas en canal de Ballenas, donde la mezcla de mareas es muy fuerte

(Alvarez-Borrego 1983, Badan-Dangon, Koblinsky y Baumgartner 1985).
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Figura 2. Circulacion de las corrientes y masas de agua en el Océano Pacifico Oriental segun Wyrtki

(1965).

En el Pacifico tropical mexicano se distinguen varias masas de aguas, con temperaturas que
aumentan de norte a sur y salinidad que se incrementa con la latitud, este tipo de distribucion
se origina por la presencia de las corrientes oceanicas sujetas a los cambios estacionales; la
capa de mezcla tiene una extension vertical de 20 a 50 m y la termoclina que se caracteriza
por ser somera y permanente (De la Lanza 1991 y Wyrtki 1965). Asi mismo desde el Pacifico
central mexicano hasta Panama, se localiza la zona conocida como la piscina caliente o Warm
Pool comprendida entre los 6° N a 15° N caracterizada por presentar una temperatura
superficial del mar (TSM) que excede los 28.5 °C y se encuentra asociada con grandes
cambios en las convecciones atmosféricas, jugando un papel importante en la evolucion del

fendmeno del nifio (ENSO) (Wang y Enfield 2001).
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Las costas de Ecuador, Galapagos y Pert forman una region de interfase climatica entre las
aguas frias de la Corriente de Humboldt y las aguas calidas al norte de la latitud ecuatorial.
Esta regidn, presenta un clima ciclico, impreciso, de alternancias de lluvia-sequia. En
condiciones normales los vientos ecuatoriales soplan desde América del Sur hacia Nueva
Guinea, porque la presion atmosférica es mas alta en el Pacifico oriental y central, y baja en
la region occidental. Estos vientos desplazan corrientes oceanicas de aguas calidas hacia el
Oeste, esto significa que el mar proximo a Nueva Guinea es de temperaturas mas calidas y
con un nivel del mar méas alto en comparacion con la costa de Sudamerica. La temperatura
superficial del mar es baja entre 20°-24° C en la banda ecuatorial, extendiéndose hacia el
oeste del Pacifico central. En Chile el rango de temperatura superficial del mar (TSM) es de
5a 6°C, en febrero o marzo la TSM maxima alcanza valores de 24°C en afios normales y de
25°C durante los afios Nifios como en 1987 y 1992. El rango minimo de la TSM se presenta
en invierno, siendo habitualmente de 3°C. La TSM en invierno es de 15°C en afios normales,

pero disminuye a 14°C en inviernos muy frios (Barbieri et al. 1995).
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4. JUSTIFICACION

El tiburén cornuda cruz Sphyrna zygaena, es una de las especies de importancia pesquera en
el océano Pacifico Oriental, al igual que otras especies de tiburones. A nivel mundial S.
zygaena junto con sus congéneres S. lewini y S. mokarran, se consideran especies en peligro
y se estan incluidas en el apéndice 1l de CITES.

Ante los niveles de intensidad pesquera actual y la notable disminucién de volumen de
tiburones en registros pesqueros, se han generado iniciativas de conservacion y manejo para
estos organismos. Para esto, es esencial contar con informacién de la especie, sin embargo,
existe poca informacion a nivel poblacional de la especie S. zygaena y por lo que resulta
relevante los estudios genéticos que permitan obtener conocimiento de la estructura genética
de sus poblaciones y puedan ser de utilidad al disefiar y ejecutar estrategias de manejo de la

especie a nivel nacional e internacional.
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5. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢Cuantas unidades genéticas del tiburon martillo Sphyrna zygaena existen el Océano
Pacifico Oriental?

¢ Qué componentes histdricos pudieron intervenir en la distribucion geografica de los
linajes genealdgicos de S. zygaena a lo largo Océano Pacifico Oriental?

¢En caso de encontrar divergencia genética entre grupos, cuales serian los causantes
involucrados?

¢Al detectar dos 0 mas ESUs de S. zygaena en el Pacifico Oriental, que implicaciones

tendria en el manejo del recurso?

)
2]

¢Con base a la estructura genética poblacional de la especie encontrada, que sugerencias se

podrian plantear para su manejo y conservacion?
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6. HIPOTESIS

Con base a la distribucién anfitemperada o antitropical de Sphyrna zygaena, a su afinidad
por la zona costera y a los escasos reportes pesqueros de la especie en la franja central del
Océano Pacifico Oriental, se infiere que existen dos poblaciones genéticamente divergentes
de Sphyrna zygaena, una en el hemisferio Norte y otra en el hemisferio Sur del OPO y dicha
divergencia podria estar asociada con el comportamiento filopatrico y/o barreras

oceanograficas y procesos geoldgicos que han estado actuando en el pasado reciente.
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7. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la existencia de unidades genéticas divergentes del tiburén martillo Sphyrna zygaena

a lo largo de su distribucion en el Océano Pacifico Oriental e inferir los posibles procesos

que la determinan.
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7.1 Objetivos especificos

Evaluar cuantas unidades genéticas de S. zygaena se encuentran a lo largo del Océano
Pacifico Oriental.
Estimar la diversidad genética tanto de marcadores mitocondriales como
microsatélites de S. zygaena en diferentes sitios a lo largo de su distribucion en el
OPO.
Conocer y comparar la diversidad genética entre las poblaciones detectas lo largo de
OPO.
Evaluar la existencia de linajes divergentes de la especie en el hemisferio norte y en
el sur del OPO.
Valorar el grado de divergencia y flujo génico entre las probables poblaciones de S.
zygaena en el Océano Pacifico Oriental.
Estimar el tiempo de divergencia genética entre las posibles poblaciones de S.
zygaena en el Océano Pacifico Oriental.
Proponer escenarios que permitan explicar las poblaciones divergentes de S. zygaena
y la historia demografica de la especie en el OPO y si éstos estan relacionados con la
transicion entre aguas templadas y tropicales en el OPO o con comportamientos
reproductivos.
Estimar los parametros de demografia historica de las posibles poblaciones
identificadas de Sphyrna zygaena.
Comparar los resultados obtenidos con DNAmt y DNA nuclear con el fin de detectar

el grado de conectividad entre poblaciones e identificar patrones filogeograficos.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Trabajo de campo
Se obtuvieron un total 301 muestras del tiburon cornuda cruz Sphyrna zygaena, en once
localidades a lo largo de las costas del Océano Pacifico Oriental (OPO). Se incluyo cuatro
paises en donde se captura y desembarca esta especie: Meéxico (Baja California Sur, Colima,
Nayarit), Ecuador (Peninsula de Santa Elena y Manabi), Pera (Mancora) y Chile (Caldera)
(Figura 3). Por practicidad en el texto nos referiremos a las localidades, Manzanillo y San
Blas respectivamente como CO y NAY.
Las muestras fueron obtenidas de especimenes de las pesquerias artesanales y de mediana
altura entre los afios 2007 al 2012. En campo se identificaron los especimenes y se confirmo
la especie con claves especializadas (Compagno et al. (2005), FAO 1995). Las medidas
morfomeétricas longitud total (LT), longitud estandar (LS), datos como sexo y estadio de
madurez sexual fueron anotados en la bitdcora de campo.
En los sitios de muestreo se colectaron aproximadamente 30 muestras de tejido muscular o
una mayor cantidad cuando fue posible. El tejido muscular fue preservado en etanol al 96%
y mantenidas en congelacién (Grijalva-Chon et al. 2003), hasta su analisis en el Laboratorio
de Genética de Organismos Acuaticos del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia
(ICMyL) de la UNAM. Dichas muestras corresponden a individuos juveniles y adultos de

ambos sexos que presentaron tallas entre 69 — 230 cm de LT.
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Figura 3. Sitios de muestreo del tiburén martillo cornuda cruz Sphyrna zygaena en el Océano Pacifico

Oriental con su respectivo clave y nimero de muestra. Bahia Tortuga (BT), Las Barrancas (BR), San
Lazaro (SL), Punta Lobos (PL), Nayarit (NA), Colima (CO), Chiapas (CP), Manta (MA), Santa Rosa
(SR), Mancora (MC) y Caldera (CA).
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8.2 Trabajo de laboratorio
8.2.1 Extraccion de ADN
En ADN genomico se extrajo mediante el protocolo de fenol-cloroformo descrito por
Sambroock y colaboradores (1989), con las modificaciones que se describen en Cortey y
Garcia-Marin (2002) y/o mediante el protocolo de extraccion Wizard Genomic DNA, de la
marca Promega para tejido animal.
La cantidad y calidad de ADN se determin6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%,
con revelado gel red en una camara UV.
La concentracion de ADN se cuantificO con un espectrofotdmetro modelo Nanodrop

2000/2000c de la marca Thermo Fisher Scientific.

8.2.2 Amplificacion de la region control del ADN mitocondrial (RC-ADNmt) y nuclear
8.2.2.1 Regidn control del DNA mitocondrial (DNAmMt-RC)

Para la amplificacion de la RC-ADNmt se emplearon los iniciadores reportados por
Hernandez-Mufioz (2013): SPH_F=5"-ACCGGTTTTTGTACGTCAGT-3"y

SPH _R=5"-ACATTGGCCCTCGTTTTAGGGGT3-3", los cuales fueron sintetizados por el
Instituto de Biotecnologia, UNAM en Cuernavaca, México.

Las amplificaciones por PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa o Polimerase Chain
Reaction por su sigla en inglés) fueron hechas inicialmente en un volumen de 15 pl, para
corroborar la amplificacion del fragmento deseado. Posteriormente se usaron 50 pl de
volumen final de la mezcla para los analisis de rutina, volumen que contenia de 10 a 100 ng
de ADN, 1X de phusion buffer (10 ul), 200 uM, 0.5 uM de iniciadores (F y R) y 0.02 U/ul

(0.5 pl) de Phusion Hot Start II, DNA polimerase.
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Las condiciones de amplificacion consistieron en un primer paso de desnaturalizacién a
95°C, seguido por 30 ciclos de 94°C por 30 s, temperatura de alineamiento de 56°C a por 30
s, temperatura de extension de 74°C por 90 s y un dltimo ciclo de extension a 74°C por 10
min. Se verificd la amplificacion de la region control en la PCR mediante electroforesis, en
geles de agarosa al 1%; las condiciones del corrimiento fueron 110 voltios por 35 min. Los
productos amplificados fueron enviados a MACROGEN, en donde las muestras pasaron por
un proceso de purificacion (MOPC) que garantiza la calidad de los resultados y donde
realizan una secuenciacion a gran escala desarrollada por “Applied Biosystems”
posteriormente con un secuenciador modelo 3730XL, se obtuvieron las secuencias

nucleotidicas de cada organismo.

8.2.2.2. Genotificacion de Microséatelites

Debido a que no han sido reportado iniciadores especificos para S. zygaena, y a que
frecuentemente los iniciadores disefiados funcionan con especies congenéricas (Keeney y
Heist 2003, Dudgeon et al. 2006, Nance et al. 2009), se recurrio a probar la amplificacon de
15 loci reportados por Nance et al. (2009) para S. lewini (Anexo 1), los 4 reportados para
Sphyrna tiburo (Chapman et al., 2004), dos loci mas obtenidos por secuenciacion de nueva
generacion enviado a realizar por el Laboratorio de Genética de Organismos Acuéticos
(G.D.O.A) de la UNAM, disefiados para S. tiburo, sumado a tres loci reportadas para el
tiburdn puntas negras Carcharhinus limbatus (Keeney y Heist 2003), lo que suman un total
de 24 loci microsatélites (Tabla 1).

Todos los iniciadores empleados tenian adherida una secuencia universal conocida como
M13 (5"GTA AAA CGA CGG CCA GT3") enel iniciador F de cada microsatélite, marcados

con fluoroforos determinados (6-FAM, VIC y NED, sintetizados por la empresa APPLIED
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BIOSYSTEMS®) de acuerdo con lo recomendado por Schuelk (2000). La finalidad de este
procedimiento fue la de disminuir los costos en la genotificacion. La temperatura de
alineamiento durante la PCR se establecié de acuerdo con lo reportado por los autores. Sin
embargo, no se tuvo éxito con estos microsatélites y, en consecuencia, se intentd con los
mismos marcadores, pero sin la secuencia de M13, obteniendo mejores resultados en la
amplificacion de los loci microsatélites.

Posteriormente, se obtuvieron amplificaciones exitosas con diez de los quince iniciadores
reportados por Nance, Daly-Engel y Marko (2009), dos de los reportados por Chapman y
colaboradores (2004) y uno de los disefiados en el laboratorio (G.D.O.A) para S. tiburo
(Tabla 1), pero desafortunadamente no se obtuvieron datos de todos los microsatélites en
todos los organismos. Finalmente se trabajo solo con cuatro loci, SLE18, SLE54, SLE71,

SLES81 reportados por Nance et al. (2009).

Tabla 1. Lista de loci empleados para genotipificar el DNA de Sphyrna zygaena

Loci probados Referencia Loci amplificados
Cli 107, Cli 108 y Cli 112 Kenny y Heist (2003) Ninguno
Sti 01, Sti 04, Sti 10 Chapman et al. 2004 Sti 01, Sti 04
STB1, STB3, STB5 Lab de Genética (ICMyL) STB3

SLE13, SLE18, SLE?25,
SLE18, SLE25, SLE28,
SLE27, SLE28, SLE33,
SLE33, SLE38, SLE53,
SLE38, SLE53, SLE45, Nance et al. (2009)
SLE54, SLE71, SLE77,
SLE54, SLE71, SLE77,
SLES81
SLES81, SLES86, SLE89,
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Una vez estandarizado el protocolo de amplificacion de los microsatélites; las reacciones
para la PCR se realizaron empleando el TYPE IT-MICROSATELLITE KIT de QUAGEN,
que brinda la ventaja de amplificar simultaneamente hasta 8 loci (multiplex). Las
amplificaciones se realizaron en un volumen total de 5 pl de reaccion, constituidos por: 1.5
pl de agua libre de ARN, 2.5 pl de type-it multiplex PCR master Mix, 2x (HotStarTag® plus
DNA polimerase, type-it microsatellite PCR buffer con 6 mM MgCI12 y dNTP’s), 0.4 uM del
iniciador F (forward, marcado con la fluorescencia correspondiente) y 0.4 UM del iniciador
R (reverse) y 100-150 ng de ADN.

El programa para la amplificacion de los microsatélites con resultados positivos consistié en
un ciclo inicial de 95°C por 5 min, 28 ciclos de 95°C por 30 s, 60°C por 90 s, 72 °C por 30

s, 60°C por 30 s a 72°C y finalmente un ciclo de 60° por 30 min (Tabla 2).

Tabla 2. Loci microsatélites de Sphyrna lewini usados para el estudio poblacional de Sphyrna

zygaena en el Océano Pacifico Oriental.

Temperatur Intervalo alélico
L Secuencia del iniciador 5°3" ade observado/reportado
ocus
alineamiento (pb)

F: ACAGAAACAGAACGAGGGACA
SLEO18 60 230-298/ 208-258
R: TGGGTTGGCATTGAACAGAA

F: TTTGGAGACATTGCAGAAAG
SLEO028 60 230-250/226-281
R: ACTTGGGACTACACACACTG

F: CTGACACTGCCAATTTGCAT
SLEO054 60 160-300/186-206
R: CCAACTGGAGTTGTCAATCCA

F: CAGACGGTGGTACGTACACA
SLEO71 60 203-295/236-285
R: TGACCCTTTTGGATTGAAGGA
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La verificacion de la amplificacion de los fragmentos y del polimorfismo de los microsatélies
fueron analizados mediante su separacion en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 6%,
mismos que se corrieron en una cdmara de electroforesis vertical de la marca Fisher Science,
con buffer TBE 0.5X, a 1800 voltios, 100 aA, 80 watts durante 45 min — 1:30 h, a una
temperatura constante entre 50 y 55 °C. Para la visualizacién de los fragmentos se empled la
técnica de tincion de plata descrita por Benbouza et al. (2006) y con la referencia de
indicadores del tamafio (ladders) se identificaron los fragmentos y su polimorfismo.

La verificacion de amplificacién de los fragmentos en cada muestra se realizo en geles de
agarosa al 2%.

El analisis de fragmentos se realizd en un secuenciador 3500 de 24 capilares de Life
Tecnology ™, del laboratorio de secuenciacion de Instituto de Biologia de la UNAM; se
empled una mezcla de GENESCAN™500L1Z™ al 5% y formamida al 95%, obteniendo un
volumen total 10ul para la electroforesis. De la secuenciacion se obtuvieron los

cromatogramas correspondientes para su revision y analisis.

8.3 Anélisis estadistico de datos del ADN mitocondrial
Las secuencias fueron editadas con los programas Bioedit Hall et al. (2011) y Mega5 (Tamura
et al,. 2011) y fueron alineadas con el programa Geneius v5.4 utilizando los parametros
predeterminados (Drummond, et al., 2011).
Las secuencias editadas de la ADNmt-RC inician en el intervalo de las 80 — 114 pb y
culminan entre las 850 — 870 pb, con una longitud de 690 pb totales, lo cual representa un
63.25% de la longitud total de ADNmt-RC de acuerdo con reportado por Bolafio-Martinez

et al. 2014.
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La correspondencia de las secuencias obtenidas del ADNmt-RC, fue verificada mediante la
busqueda comparativa con la aplicacion BLAST (Basic Local Alignmet Search Tool), en la

base de datos en GenBank http://www.nchi.nlm.nih.gov, obteniendo una coincidencia del

100% con la secuencia reportada de la region control para la especie Sphyrna zygaena (Lim

et al. 2010 y Bolafio-Martinez et al. 2014).

8.3.1 Diversidad Genética

Las estimaciones de diversidad genética para cada poblacion (nimero de haplotipos, nimero
de sitios polimérficos, nimero de transiciones y transversiones, diversidad haplotipica (h),
diversidad nucleotidica (z) y composicion de las secuencias (bases nucleotidicas), fueron
estimados con los programas Arlequin 3.5 (Excoffier y Lischer 2010) y el programa DnaSP
5 (Librado y Rosas 2009).

El modelo evolutivo fue estimado con el programa jModeltest (Posada 2008); dicho modelo
ha sido empleado para los andlisis filogenéticos, y tiene la finalidad de conocer las
probabilidades con las que se dan los distintos eventos de sustitucion entre secuencias y de
esta manera conocer si los andlisis realizados se ajustan a los datos observados. Los analisis
filogenéticos fueron realizados usando el método méxima parsimonia implementando el
programa PAUP Ver. 4.0 (Swofford 1998) y por inferencia bayesiana con el programa Mr
Bayes Ver. 3.1.2 (Ronquist y Huelsenbeck 2003) con el fin de detectar diferencia o confirmar
las filogenias obtenidas. Como grupo externo se usaron secuencias de Gliphis gliphis y

Sphyrna tiburo.
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8.3.2 Diferenciacion genética

Para determinar el mejor agrupamiento de las muestras espacialmente se realizé un Analisis
Espacial de Varianza Molecular con el programa SAMOVA (Dupanloup et al. 2002). Este
programa emplea datos de las secuencias junto con las coordenadas geograficas de los sitios
de colecta para identificar grupos de poblaciones que exhiben relaciones genéticas mas
cercanas, maximizando la proporcidn de la varianza genética total entre grupos, indicado por
los valores mas grandes de FCT (Dupanloup et al. 2002). Dado que este es un método
heuristico, se analizaron cuatro escenarios probables de agrupacion:

Escenario I, donde se consideran dos grupos, uno conformado por localidades del Océano
Pacifico Norte (BT, BR, SL, PL, CO, NA, CP) y el otro conformado por el Océano Pacifico
Sury (SR, MANT, MC, CD); escenario 1, considera a tres grupos: el primero lo conforman
las localidades de Baja California Sur y Centro de México (BT, BR, SL, PL, MZ, NA), el
segundo grupo lo conforma el Sur de México (PM) y el tercer grupo por el Océano Pacifico
Sur conformado por Ecuador, Pert y Chile (SR, MA, MC, CA). Escenario Il (cinco
grupos): Baja California Sur (BT, BR, SL, PL), Centro- Sur de México (CO, NA, CP),
Ecuador (SR, MA), Per (MC) y Chile (CA). Escenario 1V (cinco grupos): Bahia Tortuga
(BT), Manta (MA), Costa Occidental de B.C.S (BR, SL, PL, CO, NAY) y Puerto madero
(CP) y Pacifico Sur (SR, MANT, MC, CD)

De igual forma se llevd a cabo la prueba de Mantel (1967) en el programa Arlequin ver.
3.5.1.2, para explorar evidencias de aislamiento por distancia entre los sitios de muestreo.
Dicha prueba determina el grado de significancia existente entre la relacion de dos 0 mas
matrices cuadradas por medio de permutaciones. Las matrices se construyeron con los

valores de ¢st pareadas y las distancias geogréaficas entre los sitios de muestreo, éstas Ultimas
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se obtuvieron con ayuda del programa Google Earth en linea. EI nimero de permutaciones
usadas para determinar su significancia fue de 10 000.

Las secuencias fueron agrupadas en dos areas geogréaficas, tomando en cuenta la distribucion
antitropical de la especie (Compagno et al. 2005) y los resultados obtenidos en SAMOVA.
La zona norte que incluye a Bahia Tortuga (BT), Las Barrancas (LB), San Lazaro (SL), Punta
Lobos (PL), Nayarit (NA), Colima (CO) y Chiapas (CP) y la zona sur (Santa Rosa (SR),
Mancora (MA) y Caldera (CA) del Océano Pacifico Oriental; cada una con 130 y 171
secuencias respectivamente.

Con el programa Arlequin 3.5 (Excoffier L y Lischer H. 2010), se obtuvieron estimaciones
del estadistico ¢st, €l cual es el estimador anélogo a los estadisticos Fst de Wright (1978) en
pruebas pareadas y el valor de significancia estadistica. Dicho estimador incorpora
informacidn sobre la distancia molecular entre secuencias y separa la varianza molecular en
niveles jerarquicos para evaluar las diferentes hipotesis de estructuracion.

De igual manera por medio del programa Arlequin 3.5 (Excoffier y Schneider 2010) se
realizd el andlisis de varianza molecular (AMOVA), para determinar el grado de
diferenciacion genética en los diferentes niveles jerarquicos dentro de las poblaciones, entre
poblaciones y entre los grupos de poblaciones. La significancia estadistica de ¢st fue evaluada
con 10 000 permutaciones.

Para la identificacion del nimero de poblaciones de Sphyrna zygaena, también se recurri6 al
programa Geneland 4.0 (Guillot et al., 2005b, 2008), implementando el Software R 3.1.2
(Ihaka y Gentleman 1996). Genland permite detectar estructura poblacional de acuerdo con
la variacion sistematica de la frecuencia de las secuencias; implementa varios modelos que
pueden usar informacion geogréafica y genética para la estimacion del namero de poblaciones

(K), y su distribucion espacial (Guillot et al. 2005a). Se estim6 el nimero de poblaciones (K)
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y densidad probable posterior (PPD) presente en la zona de estudio y la distribucion espacial
estimada de la poblacion. En la estimacion de la convergencia, se hicieron cinco corrimientos
de los datos en Genland para K=1 - 11 (ndmero total de sitios de muestreo), con Cadenas
markovianas y método de Montecarlo (MCMC) de 500 000 iteraciones; para cada parametro
de muestreo se hicieron con 1000 iteraciones, seguidos de un burn-in de 100 000 iteraciones,
obteniendo de este modo las probabilidades de un individuo de pertenecer a una poblacién y
area espacial.

Con el fin de identificar las posibles barreras en el flujo genético asociado a la ubicacion
geografica de las muestras se usé el programa BARRIER. El programa implementa el
algoritmo de Monmonier para encontrar los bordes asociados con las diferencias genéticas y
ubicacion geografica de las muestras para identificar los limites genéticos (Manni et al.
2004).

8.3.3. Analisis de Filogeografia y Demograéfia historica

La reconstruccidn de las relaciones evolutivas entre haplotipos fue obtenida con el programa
Network 4.6.1.3 y mediante el método de maxima parsimonia en el programa PhyML 3.0
(Guindon, et al., 2010), para agrupar los sitios de muestreo en cada zona y se tomo en
consideracién los resultados de SAMOVA, junto con la ubicacién geogréafica de los sitios de
muestreo.

El modelo de expansion demografica fue evaluado para determinar si las poblaciones
experimentaron un incremento repentino en su tamafio poblacional (Roger y Harpending,
1992). Los pardmetros de la demografia historica z (tiempo de expansion en generaciones),
Oy (tamafio de la poblacién antes de la expansién) y @1 (tamafio de la poblacidn después de
la expansion) se obtuvieron, utilizando la distribucién de frecuencias del numero de

diferencias nucleotidicas entre pares de secuencias (mismatch) (Slatkin y Hudson 1991;
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Rogers y Herpeding 1992) mediante el programa Arlequin 3.1. EI modelo supone que una
poblacién estacionaria en equilibrio pasé en z de un tamafio efectivo poblacional Noa un
tamafio N1 después de una reduccion significativa.

Para evaluar el tiempo de expansion demografica de las poblaciones en este estudio, se uso
la ecuacion =2uT, donde p es la tasa de mutacion, para este estudio se empled un p de 0.8%
(4x10° y 2.15X107° sustituciones/sitios/afios) reportada por Duncan et al. (2006) para la
region control de S. lewini y T es el tiempo en afios desde la expansion. El parametro del
tamarfio efectivo de las hembras potenciales antes de le expansién (0o) se estimd mediante 0o
=2uNo, y después de la expansion como 6:=2uNz, donde N es el tamafio efectivo poblacional
de hembras para una poblacion inicial No, que asume crece a un valor N1 bajo el modelo de
Rogers y Harpending (1992) y p es la tasa mutacional estimada de 4X10° y 2.15X10°
sustituciones/sitios/afios.

El indice de Raggedness y la suma los cuadrados de las desviaciones a la distribucion de
mismatches (SSD) también fueron estimados para confirmar la expansion o estabilidad de
las poblaciones han permanecido estables con el tiempo, todos los analisis se realizaron con
el programa ARLEQUIN 3.5 (Excoffier y Schneider 2010) y graficados en el programa Excel
(Anexo 4).

Para poner a prueba la neutralidad de los datos o el efecto de la seleccion en el mantenimiento
del polimorfismo en las secuencias, se emplearon los estimadores de D de Tajimay F de Fu
(Tajima 1989, Fu 1997) en el programa ARLEQUIN 3.5 (Excoffier y Lischer 2010) y la
significancia fue evaluada con 10,000 permutaciones. Los valores altos de los estimadores
de la D de Tajima y F de Fu fueron una sefial de expansion poblacional o seleccion (Anexo

5).
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La estimacion de parametros de demografia historica también se realizé mediante la gréfica
de horizonte bayesian skyline plot (BSP), empleando el programa BEAST 1.8.1 (Drummond
y Rambaut, 2007, Drummond et al., (2011)) para explorar fluctuaciones en el tamafio
poblacional del tiburon martillo cornuda cruz en el OPO. EI BSP permite estimar el tamafio
efectivo poblacional de las hembras (NerF), a través del tiempo, con base a un grupo de
secuencias moleculares, sin un modelo paramétrico especifico previo a la historia
demogréfica y se construye bajo la teoria de coalescencia. Para el corrimiento de BSP, se uso
el modelo de sustitucion HKY (Hasegawa-Kishino-Yano) seleccionado en JIMODELTEST
2.12 (Guindon y Gascuel 2003, Darriba et al. (2012)), con el criterio de informacion de
Akaike (AICc). Los modelos empleados fueron relojes estrictos y no correlacionados. Dichos
modelos fueron analizados empleando la tasa de mutacion 8 x 107 sustitucion/sitios/afio
reportado por Duncan et al. (2006) parala especie S. lewini.

En la obtencidn del BSP de las poblaciones de S. zygaena, se eligi6 un arbol previo que asume
10 agrupaciones de intervalos coalescentes para la poblacion norte y sur del OPO que se
consideran separaron recientemente. También se evalué el modelo de tamafio poblacional
piecewise-constant, el cual puede ajustar amplias gamas de escenarios demograficos y de
igual forma se considera un buen instrumento para seleccionar el modelo demografico mas
apropiado para cualquier conjunto de datos y el tiempo promedio del ancestro comUn reciente
“TMRCA” (Pybus y Rambaut 2002) con el DNAmt. Se emplearon cadenas de Markov de 25
000 000 generaciones, el muestreo cada 1000 generaciones; el primer 10% fue descartado en
el momento del burn-in. Los resultados fueron revisados con el uso de Tracer 1.5 (Rambaut
y Drummond 2009), para comprobar la probabilidad posterior y el tamafio eficiente de la
muestra (ESS), que se convirtieron en parametros estacionarios. BEAST también se uso para

determinar el mas el ancestro comun mas reciente (TMRCA) para linajes identificados en las
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poblaciones norte y sur de S. zygaena. Para esto, se selecciond treeModel.rootHeight a prori
en el programa BEATUi V1.8.0 usando una distribucion normal y desviacion estandar. El
parametro ESS se evaluo utilizando el programa Tracer V.1.5 para obtener la estimacion

media e intervalos de confianza (HPD inferior y superior en 95%) para el parametro.

8.4 Analisis de datos del DNA nuclear (microsatélites)

Los cromatogramas fueron revisados en el programa GENEMAPER V. 3.7 de Applied
Biosystems, para determinar el tamafio de los alelos y por consiguiente el genotipo de cada
individuo, mismos que fueron anotados en una base de datos creada en el programa Microsoft
Excel 2010 con un total 105 individuos para cuatro loci SLE18, SLE54, SLE71, SLE81
reportados por Nance et al. 2009. Dicha base fue convertida en los diferentes archivos de
entrada necesarios en el andlisis de los datos de microsatélites, empleando el software
CREATE (Coombs et al. 2008) y CONVERT Versién 1.31 (Glaubitz 2004).

Para identificar errores comunes en el genotipado o la presencia de alelos nulos se usoé el
software resultados Micro-Cheker v. 2.2.3 (Van Oosterhout et al. 2004). Los alelos nulos
son fragmentos de ADN que no se amplificaron por problemas en la PCR o por mutaciones
sitio-especificos en la region de alineamiento de los iniciadores (Dakin y Avise 2004);
provocando una sobreestimacion de los genotipos homocigoto por la ausencia de
amplificacion; si esta condicion es persistente la heterocigosidad es subestimada (Carlsson
2008). El equilibrio de Hardy-Weinberg (prueba de H-W) para cada locus por poblacién se

realiz6 empleando el programa Genpop 4.2 (Raymond y Roseet 1995).
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8.4.1 Diversidad Genética

Para determinar la diversidad genética se estimo el numero de alelos por locus (Na), la
heterocigocidad esperada (He) y heterocigocidad observada (Ho), asi como las estimaciones
de Fst pareadas por sitio de muestro empleando el programa ARLEQUIN V. 3.5 (Excoffier

y Lischer 2010).

8.4.2. Nivel de diferenciacion genética

Se infirio el nimero mas probable de poblaciones genéticamente diferentes (K) mediante un
analisis Bayesiano empleando el programa STRUCTURE Version 2.2 (Pritchard et al. 2000).
Los parametros para el corrimiento de los datos fueron; el modelo de correlacion de las
frecuencias alélicas, el cual presume mezcla ancestral entre las poblaciones existentes; se
emplearon 1 000000 generaciones como periodo de calentamiento o burn-in, seguidos de 1
000000 cadenas de Markov (MCMC), el intervalo de nimero posibles (K) fue de 1 a 8 con
30 réplicas para cada uno. Posteriormente para obtener al valor de K méas probable se aplico
el método de Evanno et al. (2005), con el uso de STRUCTURE Harvester (Earl et al, (2011)).
También se hicieron estimaciones de Fts pareadas por sitio de muestreo empleando el

programa ARLEQUIN V. 3.5 (Excofer y Lischer 2010).
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9. RESULTADOS

9.1 ADN mitocondrial (region control)
9.1.1 Diversidad genética y filogenia de haplotipos
En el analisis realizado con GENLAND, se identificaron dos poblaciones de S. zygaena a lo
largo de Océano Pacifico Oriental, una en el hemisferio norte (poblacién norte) y otra al
hemisferio sur del Ecuador (poblacion sur). La primera se conforma por las muestras
colectadas en los sitios de muestreo en México y la segunda se conforma por las que tomaron
en las zonas de Ecuador, Per( y Chile.
La poblacion norte estuvo constituida con un total de 130 individuos, en éstas se identificaron
4 sitios polimorficos, cuatro haplotipos exclusivos (4 individuos) y un haplotipo compartido,
la diversidad haplotipica (h) se estim6 en 0.0608 +/- 0.0291, mientras que la diversidad
nucleotidica (nimero promedio entre secuencias ) se ubic6 en 0.062 (Tabla 3). La poblacion
sur por su parte se constituy6 con 171 individuos, se identificaron 11 sitios polimorficos, 11
haplotipos exclusivos para la zona sur (Fig. 5B), que derivaron en una h: 0.5701 +/- 0.0361
y una 7t: 0.001+/- 0.001 (Tabla 3).
Ambas poblaciones comparten un haplotipo (SZ_1), (Figura 5A y 5B). Sin embargo, la
frecuencia del mismo haplotipo es notablemente distinta; mientras que en la zona norte el
haplotipo SZ_1 se present6 en un 41.87% de los individuos analizados, en la poblacion sur
se presentd Unicamente en el 4.32% de los individuos. Por otra parte, en la zona sur el
haplotipo con mayor frecuencia fue el SZ_7, con un 35% representado solo por organismos
de las zonas de Ecuador y Chile (Fig. 5B). Las localidades con valores de diversidad mas
altos fueron los de BT (0.333+0.215) en la poblacion norte y MA en la poblacion sur

(0.620+0.068), a pesar de no ser las zonas con el mayor nimero de muestras (Tabla 3).
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Tabla 3. indices de diversidad Genética de la region control de Sphyrna zyagena en las

poblaciones del Pacifico Oriental.

Region
Grupos/ Clave n nh h+SD a+SD S 0k D(P<0.05)
Sitios

Bahia
tortuga/México

BT 6 2 0.333+0.215 0.001+0.001 1 1.632 -0.933

Barrancas/
o BR 13 1 0 0 0 - 0
Meéxico

San

) SL 31 1 0 0 0 - 0
lazaro/México
Punta

PL 8 1 0 0 0 - 0

Lobos/México

Nayarit/México NA 36 2 0.055+0.052 0.001+0.001 1 1.225 -1.133

Colima/México CO 33 3 0.119+0.075 0.001+0.002 2  1.470 -1.502

Chiapas/
o CP 3 1 0 0 0 - 0
Meéxico

Santa
SR 94 8 0.598+0.049 0.001+0.001 6 4.774 -0.569
Rosa/Ecuador

Manta/Ecuador MA 29 4 0.620+0.068 0.001+0.001 4  3.903 -0.108

Mancara/Per MC 31 6 0.434+0.100 0.001+0.00 4  2.808 -1.342

Caldera/Chile CA 46 5 0.433+0.082 0.001+0.001 4  3.448 -0.646

Total 315+0.0325 | 0.001+0.001

iN = tamafio de muestra, nh = ndmero de haplotipos, h = diversdad haplotipica, & =
diversidad nucleotidica, s = nimero de sitios polimorficos, & = numero esperados de alelos,
D = Valor de Tajimay valor de significancia.
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9.1.2 Divergencia genética de Sphyrna zygaena en el OPO

Los valores obtenidos de ¢st con las secuencias de la RCmt entre muestras pareadas de los
sitios de muestreo, claramente revelaron diferencias significativas entre dos sitios, uno
ubicado al norte y el otro al sur del OPO, el promedio de sus valores fue 0.66, con un valor

minimo de 0.507 y un maximo de 0.818 (Tabla 4).

Tabla 4. Estimaciones pareadas de ¢st por sitios de muestreo de la region control del ADNmt
de S. zygaena debajo de la diagonal y valores de P por encima de la diagonal, los valores
resaltados con negrita son significativos y estan ajustados con la prueba de Bonferroni (inicial
a = 0.05/55 = 0.0009).

BT BR SL PL Cco NAY CP SR MA MC CA
BT 0 0.36 0.15 0.43 0.39 0.26 0.99 0 0.0002 0 0
BR 0.108 0 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0 0 0 0
SL 0341 0 0 0.99 0.99 0.99 0.99 0 0 0 0
PL 0.051 0 0 0 0.99 0.99 0.99 0 0 0 0
CO 0.090 -0.042 -0.00013  -0.063 0 0.47 0.99 0 0 0 0
NA 018  -0.043 0.002 -0.063  0.00104 0 0.99 0 0 0 0

CP -0.15 0.000 0.000 0.000 -0.198 -0.198 0 0.003 0.006 0.0002 0.0012

SR 0.55 0.575 0.643 0.561 0.625 0.641  0.519 0 0.96 0.134 0.146
MA 0540 0.596 0.705 0.572 0.668 0.697  0.507 0.022 0 0.13 0.21
MC 0693 0.741 0.818 0.724 0.780 0.806  0.683  0.021 0.026 0 0.684
CA 0659 0.695 0.764 0.681 0.733 0.755 0.645 0.014 0.012 0.013 0

Regién norte: BT: Bahia Tortuga BR: Las Barrancas SL: San Lazaro CO: Colima NA:
Nayarit CP: Chiapas. Region sur: SR: Santa Rosa MA: Manta MC: Mancora CA: Caldera.
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Los resultados del analisis espacial de SAMOVA (Dupanloup et al. 2002) indican que la

mayor varianza la presento el escenario I, donde los sitios se agrupan en dos conjuntos de

poblaciones, una en el norte y otra en el sur del OPO (0.774 y P: 0.003), ademéas muestra la

menor varianza dentro de poblaciones (Tabla 5), lo que sugiere la existencia de dos grupos

genéticamente bien diferenciados de S. zygaena a lo largo del OPO.

Tabla 5. Anélisis espacial de varianza molecular (SAMOVA) (Dupanloup et al. 2002), realizado con

secuencias de la region control del tiburén martillo S. zygaena.

Agrupaciones de zonas de muestreo Varianza | % total Dct
Grupo | (dos grupos): Océano Pacifico Norte (BT, BR,
SL, PL, CO, NA, CP) y Océano Pacifico Sury (SR, MA,
MC, CA)
Entre grupos 0.849 77.43 0.774*
Entre poblaciones dentro de los grupos -0.002 -0.22 -0.009
Dentro de las poblaciones 0.250 22.78 0.772
Grupo Il (tres grupos): Baja California Sur —Centro de
México (BT, BR, SL, PL, CO, NA), Sur de México (PM)
y Océano Pacifico Sur (SR, MA, MC, CA)
Entre grupos 0.833 77.02 0.770*
Entre poblaciones dentro de los grupos -0.001 -0.12 -0.005
Dentro de las poblaciones 0.250 23.10 0.768*
Grupo 111 (cinco grupos): Baja California Sur (BT, BR,
SL, PL), Centro- Sur de México (CO, NA, CP), Ecuador
(SR, MA), Pert (MC) y Chile (CA)
Entre grupos 0.703 74.14 0.741*
Entre poblaciones dentro de los grupos -0.004 -0.49 -0.019
Dentro de las poblaciones 0.250 26.35 0.736*
Grupo IV (cinco grupos): Bahia Tortuga (BT), Manta
(MANT), Costa Occidental de B.C.S (BR, SL, PL, CO,
NA) y Puerto madero (CP) y Pacifico Sur (SR, MA, MC,
CA)
Entre grupos 0.686 73.41 0.734*
Entre poblaciones dentro de los grupos -0.001 -0.16 -0.006
Dentro de las poblaciones 0.250 26.75 0.732*

La prueba de Mantel realizada con todo el conjunto de datos indicé ademas aislamiento por

distancia (Wright 1943) entre las poblaciones identificadas (norte y sur), al mostrar una
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correlacion positiva significativa (R? = 0.72, P= 0.01). Dichos resultados junto con los de

GENLAND vy de flujo génico muestran una alta heterogeneidad y estructuracion por

divergencia genética significativa entre las dos regiones, asi como muestra que el flujo génico

es casi nulo con base al ADNmt, denotando que existe una barrera entre las poblaciones norte

y sur en la zona central de su distribucion.

Al asumir la agrupacion hecha en SAMOVA, los analisis de AMOVA de la RCmt de S.

zygaena, se encontro variacion altamente significativa entre las localidades agrupadas en la

regiones norte y sur del OPO (&ct=0.705 P=0.0033). Lo que nos permite tener la evidencia

del nimero de grupos de S. zygaena en el OPO y si variabilidad genética en diferentes niveles

jerarquicos (Tabla 6).

Tabla 6. Andlisis jerarquico de AMOVA para secuencias de ADNmt Sphyrna zygaena en
el Océano Pacifico Oriental, estructura espacial (Pacifico norte (BT, BR, SL, PL, CO, NA,
CP) y Pacifico sur (SR, MA, MC, CA)

Porcentaje
L Componentes Pst P valores
Fuente de variacion ) de
de varianza L Valores (<0.05)
variacion
Entre grupos 0.456 70.53 0.705 0.0033
Entre poblaciones
-0.001 -0.22 -0.007 0.233
dentro de los grupos
Entre poblaciones 0.192 29.69 0.703 0
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9.1.3 Filogeografia, Demografia histdrica

La red de haplotipos (Figura. 4a y 4b) y el analisis bayesiano de la estructura genética

georeferenciada (Figura 5) confirman los resultados de SAMOVA y ¢st, en el Océano
Pacifico Oriental claramente se diferencian dos linajes, una en la parte norte y otra en la parte
sur; misma que se relaciona con la distribucidn geografica antitropical de S. zygaena en el
OPO.

El arbol de distancias minimas (figura 4) se observan dos haplotipos dominantes, el SZ_1 (n:
139) en la poblacién norte y el SZ_7 en la poblacion sur (n: 105); de los que derivan a los
demas haplotipos en cada poblacion. No obstante, los haplotipos dominantes se encuentran
separados sélo por un paso mutacional.

Las pruebas de neutralidad D de Tajimay Fu, el Skyline Plot, muestran indicios de que ambas
poblaciones identificadas con los métodos anteriores exhiben evidencia de expansion
poblacional. Dicha expansion se considera ocurrio hace aproximadamente ~ 8 500 afios en

la poblacién norte y en la poblacion sur hace ~25 000 afios (Figura 6A-6B); con un

incremento en el tamafio efectivo poblacional de 10 000 a 1 000 000 y de 10 000 a 100 000

de individuos en las poblaciones norte y sur respectivamente.
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Distribucion de
S. zygaena

$10 20 40

Figura 4. Red de haplotipos de Sphyrna zygaena con base en secuencias de la Regién Control de
ADNmt. A. llustra los haplotipos de la poblacion Norte 'y Sur “?B. La misma red donde se detallan
los sitios de muestro. Zonas norte: BT: Bahia tortuga, LB: Las Barrancas, SL: San L&zaro, CO:
Colima, NA: Nayarit, CP: Chiapas. Zona Sur: SR: Santa Rosa, MA: Manta, MC: Mancora, CA:
Caldera. Los circulos son proporcionales al nUmero de muestras para cada haplotipo, junto a la

imagen que muestra la zona de estudio.
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Figura 5. El analisis bayesiano estructura génica. (A) y configuracion georeferenciada de las
poblaciones de Sphyrna zygaena en el Océano Pacifico Oriental (B y C) con el programa GENLAND
(Guillot et al. 2005h, 2008) donde se puede distinguir los dos grupos diferenciados geograficamente.

El tiempo promedio del ancestro comin mas reciente (TMRCA) en la poblacion del Pacifico
norte, se estimo en 10 700 afios (95% HPD 8 680 a 12 974 afios), mientras que en la poblacién
sur fue hace 108 000 afios (95% HPD 100 266 a 233 300 afios). Lo anterior indica que la
poblacién sur contiene los haplotipos mas ancestrales, ademas de otros nuevos; por su parte
la poblacion norte presenta haplotipos recientes y conserva solo uno de los haplotipos

ancestrales.
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Figura 6. Perfil de horizonte bayesiano (BSPs) que representa el cambio del tamafio efectivo
poblacional de S. zygaena a través del tiempo, Pacifico Norte (A) y Sur (B) inferidos a partir de le
region control del RC-ADNmt. La linea negra es la estimacion promedio y el area de color gris indica
los intervalos de confianza de 95% de la densidad posterior mas alta (HPD).
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9.2 ADN nuclear (loci microsatelites)

9.2.1 Genotipificacion y calidad de los datos

El estudio presenta resultados del anélisis de cuatro (4) microsatélites en total (Tabla 7), estos
loci se amplificaron en 105 muestras que incluyen tanto la poblacion norte (n=50) como de
la poblacién sur (n=55). Los resultados de la prueba de Micro-Cheker muestran que no hubo
ningun valor significativo para la presencia de alelos nulos o errores de genotipificacion.
Los analisis de prueba de ajuste a Hardy-Weinberg y desequilibrio de ligamiento sefialan que
no existe ligamiento entre los loci analizados y por tanto, podemos decir que la informacion

proporcionada por cada locus es independiente de los demas.

9.2.2 Diversidad genética

El ndmero de alelos promedio por locus (Na) identificados en sitios de estudio, para los
cuatro loci microsatélites, estan en el intervalo entre 4 y 26 con un promedio de 6.4. EI mayor
numero de alelos promedio se observo en B.C.S, Colima-Nayarit y Ecuador con un Na=7.33
y el menor nimero de alelos promedio se observé en PM, ubicado en el sur de México con
un valor de con Na=3.33. Es prudente destacar que este sitio cuenta con el menor nimero de
muestras.

La frecuencia de los alelos identificados en los loci SLE 18, 28, 54 y 71 del presente estudio
se pueden ver en el anexo 2.

Los valores de la heterocigocidad media observada (Ho) y esperada (He) fueron Ho= 0. 627

y He= 0.626 respectivamente (Tabla 7).
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Tabla 7. Estimadores de diversidad genética por areas de muestreo para cuatro microsatélites

en el tiburén martillo cornuda cruz Sphyrna zygaena en el Oceano Pacifico Oriental.

Na= numero de alelos, Ho= Heterocigocis observada y He= Heterocigocis esperada

B.C.S Na 26 4 12 6 7.33
Ho| 0.84 0.56 0.72 0.44 0.57
Ha | 0.95 0.5 0.79 0.5 0.59

0.688367+0.411123

CO-Na | Na 20 4 12 6 7.33
Ho| 081 0.6 0.68 0.47 0.58
Ha| 0.96 0.64 0.82 0.56 0.67

0.764271+0.473640

CP Na 4 3 4 3 3.33
Ho 1 0.66 1 1 0.88
Ha 0.8 0.73 0.8 0.73 0.75

0.766667+0.527611

Ecuador | Na 26 4 14 4 7.33
Ho| 0.77 0.55 0.76 0.3 0.53
Ha| 0.94 0.51 0.83 0.27 0.53

0.746516+0.461826

Peru Na 25 4 10 6 6.66
Ho | 0.92 0.44 0.7 0.59 0.57 0.688679+0.410683
Ha | 0.96 0.49 0.7 0.6 0.59
Na | 14.65 2.87 7.65 3.66 6.40
Ho | 0.87 0.56 0.77 0.56 0.63
Ha | 0.92 0.57 0.79 0.53 0.63
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9.2.3 Diferenciacion genética
De las cinco agrupaciones probables con las muestras obtenidos de los sitios con el método

de Evanno y la asignacion de grupos genéticamente homogéneos con base a la tasa de cambio

AK, se obtuvo un valor de K=1 (Figura 7 Ay 7B).

En los resultados de STRUCTURE, para estimacion del origen genético de los individuos,
con base en su similitud genética con las poblaciones de referencia, mostré que los individuos
del estudio no encontraron diferenciacion, infiriendo la presencia de una sola poblacién
(K=1) en la zona de estudio (Figura 8). Por tanto, no hay sefial de divergencia entre
localidades y grupos. Este se hecho se corrobora con el AMOVA, en el que tampoco detectan
diferenciacion marcadas entre los sitios de estudio, ni entre las poblaciones agrupadas como
norte y sur (Tabla 9) con una P = 0.25910 + 0.13 733. Sin embargo, mediante los Fst de
Wrigth, se observan ligeras diferencias entre algunas agrupaciones de localidades del norte
y el sur como: BT, BR, SL, PL con SRy MA, CO-NA con SRy MA, SRy MA con MC
(Tabla 9), pero los valores son bajos y no reflejan un patron geografico.

Estos resultados de los microsatelites sugieren la presencia de una sola poblacion de S.

zygaena a lo largo del OPO.
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Figura 7. A. Probabilidad media y varianza para cada valor de K, basados en 105 individuos de S.
zygaena, genotipados con 4 loci de microsatélites disefiados para S. lewini; con base al Método de
Evanno aplicado en el programa STRUCTURE Harverter. Los datos se ajustan a una K=1.

Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L{K)}

Delta K

2 3 2 5 6 7
K
Figura 7B. Asignacion de grupos genéticamente homogéneos con base a la tasa de cambio AK

(Evanno et al. 2005), para cuatro microsatélites. Los datos se ajustan mejor a una K=1.
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Figura 8. Test de diferenciacion genética realizado con STRUCTURE (Pritchard et al. 2000)
empleando cuatro microsatélites. Mayor probabilidad de asignacion de grupo de los organismos de
cada sitio de S. zygaena en el Océano Pacifico Oriental, basado en datos de cuatro microsatélites K=1

disefiados para S. lewini.

Tabla 8. Valores de mayor probabilidad de poblaciones (K) de S. zygaena en el OPO, con base a con
cuatro loci microsatélites obtenidos con el programa STRUCTURE.

K Ln[LnP(D)] Var[LnP(D)] Fst_1
1 -1634.8 34.1 0.0000
2 -1642.4 50.7 0.0000
3 -1663.1 98.4 0.0071
4 -1729.8 238.9 0.0024
5 -2063.4 923.8 0.0361

Tabla 9. Valores de Fst por grupos de zonas de muestreo de empleando microsatélites, los valores
de (Fst) estan debajo de la diagonal y valores de P estan por encima de la diagonal.

Zonas de muestreo
(BT, BR, SL, PL) COyNA PM SRy MA MC
(BT, BR, SL, PL) 1 1 0.45815 1
COyNA 0.01216 1 0.45815 1
PM 0.02795 0.01317 0.84595 1
SRy MA 0.01285 0.02461 0.05665 0.47630
MC 0.01352 0.01749 -0.00833 0.03086
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10. DISCUSION

Los resultados de este estudio brindan informacion poblacional relevante del tiburon martillo
cornuda cruz Sphyrna zygaena a lo largo de las cosas del Océano Pacifico Oriental (OPO),
que permite sentar las bases para la definicién de unidades de conservacion de la especie.
Este tiburon ha presentado abundante y constante presencia en la zona de estudio en los
diferentes estadios de desarrollo, evento que ha incentivado y facilitado la explotacion; no
obstante, el conocimiento de su biologia y capacidad poblacional para soportar la presién de

pesca hoy en dia es escaso.

10.1. Diversidad genética

En general, Sphyrna zygaena en las dos poblaciones identificadas, presentd niveles de
diversidad genética relativamente bajos. En particular la poblacion norte presentd una h=
0.06 y m=0.001, valores muy bajos y son poco frecuentes en elasmobranquios (ver anexo 3).
Mientras que la poblacién sur presentd valores superiores a la poblacion norte con una h =
0.57 y ©=0.001 y son similares a otras especies de tiburones de acuerdo con la revision de
Gubili, et al., 2012 y otros estudios (Anexo 3). El bajo nivel de diversidad, detectada en la
especie puede ser originada por el bajo nimero de diferencias nucleotidicas detectadas a lo
largo de las secuencias con 691 pb de longitud, basadas en tan solo seis sitios segregantes y
a la intrinseca tasa mutacional evolutiva los genes mitocondriales, o desde el punto de vista
poblacional pudo ser causado por procesos recientes cuellos de botella o un barrido selectivo
seguido por un proceso de expansion.

Los elasmobranquios, generalmente presentan tasas lentas de sustitucion nucleotidica en
comparacion con otros vertebrados, este patron ha sido relacionado con la historia de vida
del grupo como bajo potencial reproductivo, largos periodos de gestacion, lento crecimiento
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y bajas tasas metabdlicas (Martin 1999, Cortés 2004). Para mayor referencia, los valores de
diversidad genética (h, = y He) en un buen nimero de elasmobranquios han sido reportados
en la revision de Gubili, et al., 2012 y otros estudios (Anexo 3). En dichos trabajos se ha
planteado que las bajas tasas mutacionales en elasmobranquios se deben a los largos periodos
generacionales y bajas tasas metabdlicas caracteristicas de la mayoria de los integrantes del
grupo (Martin 1999).

No obstante, al examinar detalladamente los valores de diversidad genética, es posible
observar un patrén para familia Sphyrnidae relacionados con la talla. De acuerdo con Lim et
al. (2010), el grupo puede dividirse en tiburones de talla pequefia (90 - 92 cm de LT méx.)
representado por la especie S. corona; tiburones de talla mediana (122- 150 cm de LT)
conformado por las especies S. media, S. tiburo y S. tudes, y los tiburones de tallas mas
grandes (370 - 610 cm de LT méx.), integrado por S. lewini, S. mokarran y S. zygaena. Las
especies de talla pequefia a mediana suelen presentar valores de diversidad mayores (hd =
0.72+£0.35 — 0.93, = = 0.00032+0.00028 — 0.14), en relacién con las tallas grandes (hd =
0.4426 - 0.61+£0.12, = = 0.0098+0.0072). Esto, debido a que se caracterizan por presentar
tiempos generacionales mas cortos (2.6 - 6.6 afios), crecimiento acelerado, talla de primera
madurez sexual a longitudes menores, pocos embriones (2 — 9 por camada), se reproducen
con mayor frecuencia y presentan tasas metabolicas elevadas, por tanto, muestran tasas
mutacionales mas elevadas (Matern et al. 2000 en Carlson et al. 2004, Compagno et al. 2005).
En contraparte, las especies de tallas medianas y grandes exhiben valores intermedios a bajos
de diversidad genética y se caracterizan por ser mas longevas (10 — 45 afios), la talla de la
primera madurez sexual es alcanzada a tallas mayores (140 -300 cm de LT), usualmente
presentan ciclos reproductivos prolongados y mayor nimero de crias (8 - 42) por camada y

tiempos generacionales mas largos (Matern et al. 2000 en Carlson et al. 2004, Compagno et
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al. 2005, Tovar-Avila y Gallegos-Camacho 2014). En éste y otros estudios S. zygaena ha
presentado valores bajos de diversidad (Naylor et al. 2012, Duncan et al. 2006, Hernandez
2013). Lo anterior coincide con los bajos valores reportados en las otras especies grandes del
género como S. lewini y S. mokarran (Duncan et al. 2006). En contraste, S. tiburo, especie
de talla mediana, presenta una alta diversidad (h =0.93 y == 0.0028), de acuerdo con Escatel-
Luna et al. (2015). En especies de tiburon de talla mediana de otras familias, como
Rhizoprionodon porosus (Mendonga et al. 2011) y Carcharhinus plumbeus (Portnoy et al.
2010), también se han reportado alta diversidad genética (h=0.881, == 0. 00277; h = 0.959,
= 0.00475 respectivamente), 10 que resulta consistente con la correlacion entre diversidad
genética y talla (Cortés y Parsons 1996). Sin embargo, dicha correlacién no ha sido abordada
directamente, pero Lim et al. (2010) consideran que existe un valor desde el punto de vista
filogenético y la talla, que estaria relacionada con la capacidad de dispersion de los tiburones
de acuerdo con la talla. Es decir, los tiburones mas grandes tienen mayor capacidad de
realizar desplazamientos transoceadnicos que los de menor talla, permitiéndoles de esta
manera colonizar nuevas areas originando a las especies de talla pequefia, mismas que se
volvieron residentes una vez que se especializaron en el habitat costero.

Sin embargo, la baja diversidad observada puede ser explicada también con base en un cuello
de botella reciente, un efecto fundador, o la combinacién de ambos procesos. Durante el
Pleistoceno ocurrieron numerosos ciclos Glaciales-Interglaciales, durante los cuales
acontecieron fluctuaciones notorias en la temperatura de las aguas subtropicales y tropicales,
aunque en menor grado en estas ultimas (Hewitt 1996, Paulo et al. 2001). Estos procesos
tuvieron diversos efectos en las poblaciones de las especies (Hewitt 1996, Paulo et al. 2001)
siendo el méas destacado la reduccion en el tamafio de las poblaciones, pero también

promovieron la expansion del espacio de distribucion de las especies (Avise 2000). Las
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reducciones, en algunas especies fueron tan drasticas que causaron cuellos de botella
mientras que, en el caso de las expansiones del rango de distribucidn, estas debieron ocurrir
mediante un efecto fundador. En ambos procesos, las poblaciones que los experimentaron se
caracterizan por la reduccion en el nivel de diversidad genética (Avise 2000, Dawson et al.
2002, Hedrick 2011.) (ver discusion de demografia historica).

En el caso de la discrepancia el nimero de haplotipos y diversidad entre poblaciones norte y
sur, podria ser el resultado de otros procesos microevolutivos. Es probable que la poblacién
norte, haya pasado por un proceso de cuello de botella o barrido selectivo que redujo la
variacion en el genoma del DNAmt, y recientemente la poblacion inicié su recuperacion y
expansion de la zona de su distribucion. La expansion dada post cuello de botella, pudo haber
ocurrido a partir de hemisferio sur al norte, impulsado por la busqueda de condiciones
oceanograficas favorables, como habitas propicios para la alimentacion y reproduccién, las
cuales eran mas frecuentes en la region norte hace 10 000-25 000 afios durante la Gltima
glaciacion (ver discusion de demografia historica). Asi, el area de expansion se facilitd por
la habilidad y oportunidad de los organismos de dispersarse para colonizar nuevas areas con
éxito, y con frecuencia precedidos por eventos fundadores. Asi los nuevos habitats fueron
establecidos con pocos individuos de la poblacion de origen, siguiendo de este modo el
modelo de islas continentales de Wright (Wakeley 2001). Una poblacion fundadora sélo toma
una pequefia muestra de la diversidad de la poblacién de origen y por lo general
experimentara una fuerte deriva génica que promueve la fijacion de aquellos haplotipos que
podrian haber sido de baja frecuencia en la poblacién de origen. Ademas, debido a la baja
tasa de mutacion en los tiburones, la generacion de nuevos haplotipos en areas colonizadas
deberia tomar mucho mas tiempo en comparacidn con otras especies antitropicales. De este

modo, la nueva poblacién podria tener mas bajos niveles de diversidad haplotipica
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comparada con la poblacién de origen, y cualquier haplotipo nuevo sélo habria tenido la
oportunidad de acumular pocas diferencias nucleotidicas como se observé en la poblacién
norte.

Por otra parte, la diversidad detectada mediante los microsatélites mostro niveles aceptables
en términos de heterocigocidad (He = 0.626), en relacion con otras especies de
elasmobranquios (Anexo 3) y los valores reportados para los congéneres S. lewini (He =
0.770 y 0.792) de acuerdo con Nance et al. 2009 y S. tiburo (He = 0.70) por Diaz-Jaimes et
al., 2020. No obstante, el nimero de loci empleados en dichos estudios fue superior (14 y 15

loci respectivamente) a los empleados en el presente trabajo.
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10.2 Divergencia genética e historia demografica de Sphyrna zygaena en el OPO.

Las poblaciones al norte y sur del Pacifico Oriental (PO) debieron separarse por alguna
barrera oceanogréafica, como la masa de aguas tropicales en la zona tropical del Pacifico que
se extiende desde los 6° N a 15° N; misma que ha sido sefialada como un factor determinante
en la distribucién anti-tropical de otras especies con distribucion en aguas templadas y en
ambos hemisferios latitudinales (Burridge 2000), al igual que de otras especies de
elasmobranquios en el PO. Este es el caso del tiburén cazén pardo Mustelus henlei (Chabot
et al., 2015) y el tiburdn espinoso Squalus acanthias (Verissimo et al. 2010). En ambos
estudios se reporta divergencia genética entre poblaciones al norte y sur de la franja ecuatorial
del PO. Los aislamientos histéricos se remontan a los periodos glaciales, en donde cambi6
significativamente la circulacion oceanogréafica en el OPO con la formacion de la Warm
Water Pool (WWP), una zona calida caracteristica de este océano. Asi como el papel de esta
zona en los posteriores procesos de expansion de especies hacia zonas templadas, la posterior
adaptacion al ambiente; expansion de las poblaciones y la contemporanea restriccion de flujo
genético entre las nuevas poblaciones (norte y sur) que dieron lugar a dos poblaciones
diferenciadas en el OPO. Esto coincide con la distribucion antitropical, caracteristica de
dichas especies hasta la actualidad con su ausencia en la zona tropical. Este patron de
divergencia se repite en un amplio nimero de especies de peces pelagicos con distribucién
anti-tropical, mismas que han mostrado altos niveles de divergencia tanto a nivel poblacional
como de especie. Tal es el caso de las especies de barracudas del género Sphyraena sp.
(Graves y Somero, 1982), algunas especies de macarelas, del género Trachurus sp. (Stepien
y Rosenblatt 1996, Poulin et al. 2004), la merluza del Pacifico, Merluccius productus
(Stepien y Rosenblatt 1996, Garcia de Ledn, et al., (2018), sardinas, Sardinops sp., Yy

anchovetas, Engraulis sp. (Bowen y Grant 1997; Grant y Bowen 1998). Estos estudios
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muestras la preferencia de estos peces por aguas templadas, que resultan en un arreglo
espacial de los organismos en los hemisferios al norte y sur de, asi como la ausencia en la
zona tropical, tipico de la distribucion anti-tropical.

La distribucion anti-tropical de las especies ocurre en los diferentes océanos en respuesta a
la distribucion y conjuncién de las masas de agua calida y templada. La presencia de aguas
calidas en el PO es una de las mas relevantes por su estabilidad a lo largo del afio misma que
se conoce como la “Eastern Pacific Warm Pool (EPWP)” o fosa de agua célida del PO y se
ubica en la zona de convergencia entre los 5y 10°C hacia el norte del ecuador, a lo largo de
las aguas de Centroamérica hasta la zona sur de México. Esta zona se caracteriza por
presentar temperaturas promedio de 27.5°C y es originada por la debilidad de los vientos en
el area e intensidad de la luz solar (Fiedler y Talley, 2006). La prevalencia de condiciones de
temperaturas calidas en el area representa limitantes en la distribucion de especies de aguas
templadas y con capacidad de dispersién como es el caso de las especies que se mencionan
arriba. Si bien la mayor parte de estas, en especial las pelagicas, tienen alta capacidad de
dispersion, su tolerancia a aguas calidas es distinta y en ocasiones limita sus movimientos.
Por ejemplo, mientras que en especies de los géneros Trachurus sp y Sphyraena la franja de
aguas calidas del ecuador representan una barrera que ha originado procesos de especiacion
(Stepien y Rosenblatt 1996, Poulin et al. 2004, Graves y Somero 1982); en el bonito del
género Sarda sp., no representan una restriccion al flujo genético ya que entre las poblaciones
al norte y sur del ecuador no se han detectado diferencias genéticas (Vifias et al. 2004).

Es interesante la relacion de la presencia de aguas superficiales calidas y la escasa o nula
presencia de la especie en dicha regiéon (5 -7°) y la ocurrencia de la misma en ambos
hemisferios que presenta temperaturas mas bajas. Lo anterior se constata con los abundantes

registros pesqueros en las costas que comprende en esta region temperada en México
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(Castillo-Géniz et al. 2016, Corro-Espinoza 2016, Tovar-Avila 2016, Arellano-Torres et al.
2016, Santana-Hernandez y Valdez-Flores 2016, Félix-Lopez 2017), Ecuador (SPR 2011),
Per( (Castafieda 2001) y Chile (Hernandez-Mufioz 2013). Esto confirma la preferencia de la
especie por habitats templados en comparacion con otros tiburones costeros-pelagicos
conocidos por su afinidad a las zonas tropicales como Sphyrna lewini, Charcharhinus
falciformis y C. limbatus, entre otros que son comunes en el area (Ebert et al. 2016), mientras
que S. zygaena en la zona EPWP es ausente o tiene baja densidad (Maté 2005, Zanella 2007,
TCN 2008). Asi pues, la distribucion anti-tropical de la especie soporta la idea de que una
barrera térmica limita significativamente el flujo génico entre las poblaciones del hemisferio
norte y sur del tiburén martillo en el PO.
Siguiendo esta idea, la divergencia observada entre las poblaciones del tiburon martillo debe
ser examinada desde una perspectiva histdrica, la cual es provista por el DNAmt. Esto es,
considerando las causas que dieron origen en el pasado, a la aparicion de la barrera
oceanografica representada por la franja de aguas calidas en el ecuador y que resulto
determinante en la distribucion anti-tropical de las especies. Durante los periodos glaciales
del Pleistoceno tardio en los cuales la temperatura del agua descendid entre 3-5°C en los
ultimos 500,000 afios (Pisias et al. 1995); la temperatura superficial del agua en la fosa célida
del PO tuvo un descenso de 2.8°C, con un patrén recurrente en ciclos de 1 000 afios, durante
los dltimos 30 000 afios (Benway et al. 2006). Estos eventos debieron establecer condiciones
favorables para la dispersion y expansion espacial de las poblaciones en varias ocasiones,
permitiendo el paso a través de la franja de aguas tropicales ecuatoriales y favoreciendo el
establecimiento nuevas areas.
En el caso especifico de S. zygaena, durante los ciclos glaciales la TSM bajé permitiendo que

la poblacién al sur del ecuador se dispersara hacia el norte colonizando nuevas areas en la
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zona. Posteriormente al culminar la glaciacion, la temperatura en el ecuador se reestablecio
originando nuevamente la EPWP y las poblaciones que se establecieron en la zona norte tras
su expansion quedaron aisladas de la del sur; este aislamiento se mantiene hasta la actualidad
por dicha barrera térmica. Es asi como en la actualidad los reportes pesqueros de presencia 'y
abundancia de la especie en la zona tropical son pobres y tal como se observé durante los
afios del presente estudio. Este escenario explicaria, por un lado, la divergencia reciente entre
las dos poblaciones bajo una aparente ausencia de flujo genético (Figura 9), aspecto que se
deduce por los haplotipos exclusivos de alta frecuencia en cada region, y por otro lado la
notablemente baja diversidad genética de la poblacion norte, posiblemente resultado del

efecto fundador causado por la dispersion ocurrida durante las glaciaciones.
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SR (65)
MC (31)

—30°

120°
1

Figura 9. Resultado gréafico del anlisis de flujo génico de S. zygaena en base a DNAmMt-RC a lo
largo del OPO con el programa BARRIER.
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La divergencia reciente de la cornuda cruz, resulta consistente con el nimero de mutaciones
que separan a las poblaciones al norte y sur del ecuador; mismas que se separan por
unicamente dos diferencias nucleotidicas. Es de hacerse notar que, en otros tiburones con
preferencia a aguas templadas y distribucidn anti-tropical, como es el caso de G. galeus y M.
henlei, la divergencia genética resulté al igual que en S. zygaena, Unicamente en dos
sustituciones nucleotidicas. De esta forma es probable que el tiempo de divergencia entre
poblaciones de S. zygaena sea posterior a los eventos de expansion ocurridos hace
aproximadamente 10 000 afos.
Es evidente que este resultado puede verse influido por la baja tasa mutacional del DNA
mitocondrial ya que en estudios con peces teledsteos de la misma region marina y con
distribucion anti-tropical , la estimacion del tiempo de divergencia entre poblaciones norte y
sur de la caballa Scomber japonicus, se estim6 entre 300 000 — 400 000 afios (Stepien y
Rosenblatt 1996), mientras que en el caso de las especies de Jurel Trachurus sp en se estimé
en 250 000 afios (Poulin et al. 2004) y de 80 000 afios para las poblaciones de la merluza
Merluccius productus (Garcia de Leon, et al., (2018). Es de destacar que los tiempos de
divergencia en estas especies resulta coincidente con la ocurrencia de eventos en las
glaciaciones, lo cual refuerza la hipotesis de expansion espacial de las poblaciones y el
posterior aislamiento durante los periodos interglaciares.
Es importante sefialar que las diferencias observadas entre poblaciones norte y sur con las
secuencias del DNAmt, no fueron detectadas con los marcadores nucleares, lo que llama la
atencion. Sin embargo, este patrén ha sido también reportado en otras especies de tiburones
como C. leucas (Karl etal. 2011, Sandoval Laurrabaquio-A et al. 2019), C. limbatus (Kenney
et al. 2005, Galvan-Tirado et al. (2015), siendo este evento asociado con el comportamiento

filopétrico de las hembras (Karl et al. 2011) y a las caracteristicas evolutivas de los

59



Filogeografia y estructura genética de Sphyrna zygaena %
Yo

marcadores. EIl DNAmt se caracteriza por la ausencia de recombinacion y ser de herencia
materna, lo que desde una perspectiva particular permite obtener informacion de la
segregacion de haplotipos como resultado de la fidelidad de hembras a sitios de crianza.
Asimismo, el DNAmt se caracteriza por una Ne cuatro veces menor que el DNA nuclear
haciéndolo mas sensible a fluctuaciones demograficas, mientras que los microsatélites del
ADN nuclear presentan una alta tasa mutacional, que les permite detectar procesos evolutivos
a escalas mas recientes. Por consiguiente, el DNAmt es mas susceptible demograficamente
ante un efecto cuello de botella, lo cual puede resultar en una sustancial y acelerada
disminucion en la variabilidad genética, lenta capacidad de recuperacion, poca frecuencia en
la formacion de nuevos haplotipos y por ende la fijacion de estos. Es asi como la sefial del
DNAmMt muestra una clara estructuracion poblacional, al detectar la divergencia de los linajes
gue han estado presentes en las zonas de estudio. Mientras que, los microsatélites al tener la
capacidad de detectar eventos mas recientes en la poblacion exhiben nula estructuracién. Por
lo que no se debe descartar la idea de la existencia de flujo génico contemporaneo entre el
norte y sur del OPO, por parte de los individuos machos de S. zygaena. No obstante, en el
presente trabajo se utilizaron 4 loci, siendo necesario estudios con una mayor
representatividad del genoma nuclear para descartar la homogeneidad genética de las
poblaciones. Sin embargo, considerando como fiable la ausencia de diferencias en el ADN
nuclear, resulta necesario contemplar otro escenario para explicar las diferencias entre
poblaciones de S. zygaena en el Pacifico Oriental, como es el comportamiento filopatrico de
la especie en estudio.

La filopatria de acuerdo con Mayr (1963), es la tendencia a permanecer o regresar a un sitio
especifico, con fines reproductivos. Este comportamiento puede ocasionar la especiacién

entre dos poblaciones, aunque generalmente propicia la divergencia genética a escalas
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locales. Un patrén de divergencia por filopatria, por lo general consiste en una sefial que se
origina por la segregacion, generacion tras generacion, de un grupo de haplotipos en una zona
de crianza, debido al uso recurrente de la misma por parte de las hembras, las cuales depositan
a sus crias en una zona y estas a su vez, una vez que maduran y se reproducen, regresan a la
misma a depositar a su progenie (Feldheim et al. (2004), Hueter et al. (2005), Dudgeon, et
al., 2012). Los machos por su parte se dispersan hacia aguas oceanicas y se mantienen ahi
para alimentarse y reproducirse, promoviendo el flujo genético entre poblaciones (Freeland
2005). Lo que se refleja en un patrén genético, en donde las diferencias se observan en el
DNA mitocondrial y son ausentes en el DNA nuclear (Tillet, et al., 2012), tal como se ha
considerado en las especies C. limbatus (Kenney et al. 2005), C. leucas (Karl et al. 2011,
Sandoval Laurrabaquio-A 2005, Sandoval Laurrabaquio, et al., (2019)) y C. falciciformis
(Galvan-Tirado, et al., 2013) y se observé en el presente estudio con S. zygaena. La filopatria
es un comportamiento que es reportado en cada vez en un mayor nimero de especies de
elasmobranquios (Dudgeon et al., 2012) y por tanto no se debe descartar que las diferencias
observadas en el presente estudio puedan corresponder a un comportamiento filopatrico de
las hembras. Sin embargo, la segregacion de haplotipos como resultado de filopatria
producen cambios en las frecuencias de los haplotipos, si bien sustanciales, estos aln se
encuentran presentes en alguna proporcion en las poblaciones de diferentes zonas de crianza.
En el caso de S. zygaena, los dos haplotipos de mayor abundancia se presentan con una
frecuencia casi fija para cada region; solo en el caso de la poblacion del norte se aprecia una
muy pequefia proporcion de haplotipos del sur en tanto que, en la poblacion del sur, los
haplotipos del norte estan ausentes por completo. Adicionalmente, en especies de habitos
costeros como S. zygaena, la filopatria aun siendo regional, se presenta entre areas

relativamente cercanos, esto es, en una escala de cientos de kilémetros. En México se han
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reportado como posibles areas de crianza de S. zygaena, las costas de Baja California y
Nayarit (Salomon-Aguilar et al. 2009), ambas zonas separadas por decenas de kilometros, y
entre las cuales no se detectaron diferencias en este estudio (BT, BR, SL, PL y NA). Del
mismo modo, tampoco fueron detectadas diferencias entre las diferentes areas de colecta que
son reportadas como zonas de crianza en Ecuador (MA y SR). Asi, la ausencia de diferencias
en una escala relativamente pequefia no concuerda con el resultado que se esperaria de una
conducta filopatrica para una especie con habitos costeros. En el caso de especies pelagicas
como el tiburdn blanco Carcharodon carcharias, se reportan diferencias entre Australia y
Sudafrica que son zonas notablemente alejadas (Pardini et al. 2001) y entre poblaciones
Atlantico noroccidental y Africa del Sur; este hecho se ha atribuido a la filopatria en hembras
(O’Leary et al. 2015). Sin embargo, a juzgar por los niveles de divergencia entre los linajes,
es posible que la influencia de otros factores como la demografia historica o seleccién
adaptativa, tengan un papel preponderante (O’Leary et al. 2015; Stein et al. 2018). Resulta
preciso la realizacion de estudios orientados a dilucidar el papel de la filopatria en la
divergencia de las poblaciones y asi poder diferenciar cuando una divergencia es debida a la
historia evolutiva de las poblaciones. De manera complementarias, dentro de un contexto
contemporaneo, seria favorable determinar la influencia de factores como limitaciones al
flujo genético por dispersion limitada, seleccion y uso del habitat especifico en la divergencia
poblacional de S. zygaena. De acuerdo a la literatura, lo anterior seria posible corroborarlo
con un mayor namero de marcadores nucleares (microsatélites y/o RADseq) y que éstos sean
disefiados exclusivamente para S. zygaena con el fin de probar o rechazar esta idea, esperando
obtener una mayor resolucion de la estructura poblacional del tiburon en el OPO, uso de las

diversas areas de distribucidén, influencia de la distancia entre areas de crianza etc., como se
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ha logrado ver en los trabajos de Daly-Engel et al., (2012) y Nance et al. (2011) con S. lewini
y Diaz- Jaimes et al. (2020) con S. tiburo .

La presencia de dos poblaciones aisladas evolutivamente del tiburon martillo S. zygaena en
el OPO, constituye un hallazgo importante y prioritario (Waples 1991) para la especie, que
deberia tenerse en cuenta para guiar los planes de manejo y conservacion de la especie en
cada zona. Esto, debido a que la existencia de poblaciones con diferencias genéticas es un
indicativo de que las poblaciones se encuentran aisladas reproductivamente a tal grado que
representan unidades de conservacion independientes. Por tanto, sus caracteristicas basicas
de su dinamica como crecimiento, madurez reproductiva, proporcion de sexos, estructura de
edades, etc., son distintas debido a que estos caracteres tienen un componente genético
(Rayman et al. 1979). Asi mismo y desde el punto de vista evolutivo, éstas son vulnerables
a escalas de tiempo ecoldgico y evolutivo (Grant y Bowen 1998). Es decir, es considerado el
bagaje evolutivo que contiene, la desaparicion de alguna de estas poblaciones tiene un
impacto en la diversidad genética de la especie con el riesgo de que se pierdan genes con
valor adaptivo. La aplicacion de criterios genéticos para elaborar estrategias de manejo ha
sido sugerida en S. tiburo en el Atlantico Noroccidental al determinar al menos dos unidades
genéticamente discretas el Golfo de México- Atlantico, mismas que exhiben historias
evolutivas independientes que podrian incluir adaptaciones a las zonas especificas (Diaz-
Jaimes et al., 2020).

El presente estudio da a conocer las diferencias en la diversidad genética entre las
poblaciones identificadas, como resultado de los diversos procesos demograficos histdricos
y adaptaciones evolutivas transcurridas a lo largo del tiempo, relacionadas a la dindmica
climatica. Lo anterior, aporta elementos para establecer los criterios basicos que permitan

elaborar estrategias de conservacion para la especie en el Pacifico Oriental.
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El conocer procesos que promueven la divergencia genética en el EPWP a través de la
restriccion en el flujo génico entre poblaciones a largo del OPO, es una herramienta que
permite la identificacion de unidades discretas, conteniendo genes con potencial adaptativo
y caracteristicas genéticas unicas en cada poblacion (Kenney et al. 2003) en pro de
contrarrestar la vulnerabilidad y riesgo ecoldgico actual de la especie (Tovar-Avila, Furlong-

Estrada y Castillo-Géniz 2016).
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11. RECOMENDACIONES EN LAS PESQUERIAS Y MANEJO

En el presente estudio, fueron identificadas dos poblaciones en el rango de distribucién de
Sphyrna zygaena en el Pacifico Oriental, una la region norte en el area de distribucion de las
cosas de México, y otra en la region sur en las costas de Sudamérica. Ambas poblaciones
podrian ser consideradas como poblaciones o unidades independientes de manejo dentro de
un programa de conservacion de la espacie en el OPO. Esto especialmente para la poblacion
norte, mismas que arrojo valores de diversidad genética noblemente bajos, lo cual podria
poner en riesgo la viabilidad de misma bajo un régimen de explotacion comercial si no se
considera a ésta como unidad de manejo independiente. Una poblacién es considerada como
unidad de manejo independiente cuando posee caracteristicas Unicas de su historia de vida,
mismas que incluyen rasgos genéticos, las cuales determinan las principales caracteristicas
consideradas de relevancia para determinar niveles 6ptimos de captura de las unidades de
manejo; las poblaciones genéticamente aisladas que muestran diferencias en los niveles de
diversidad genética deben manejarse independientemente dentro de cualquier régimen de
manejo poblacional. Por tales razones, incorporar informacion genética en la identificacion
de dichas unidades resulta necesario para establecer programas de manejo pesqueros mismos
que consideran la identificacion de unidades de manejo o “stocks”, como un aspecto
primordial para establecer programas efectivos en la conservacion de recursos pesqueros.
El uso de criterios genéticos en el establecimiento de programas de manejo ha sido
implementado de manera exitosa en cuatro especies de salmén (Shaklee et al. 1999) ademas
de otras especies marinas como el atun aleta azul del Atlantico Thunnus thynnus (ICCAT
2013), y el tiburon cabeza de pala S. tiburo (Diaz-Jaimes et al., 2020). En Mexico, los
criterios genéticos no se han considerados hasta momento para definir planes de manejo en

especies comerciales, esto probablemente es a causa de los escasos, asi como la falta de
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vinculacion entre la utilidad de la informacion que aportan los estudios genéticos en los
planes de manejo y las consecuencias de no considerar el aspecto evolutivo como un
elemento de relevancia para preservar la viabilidad de las poblaciones. En el caso especifico
de S. zygaena y otros elasmobranquios, han sido implementados planes de manejo basados
en las caracteristicas bioldgicas, pesquerias, talla, la similitud con sus congéneres, peso entre
otras, ademas de establecida la veda con el objetivo de proteger a las hembras durante su

aproximacion a la costa para expulsion de crias (DOF 2012).

De esta forma, los resultados de presente estudio representan una aportacion de gran
relevancia como informacion base para delinear planes de manejo enfocados a preservar la

viabilidad de las poblaciones.

En México se ha implementado la veda como parte de las medidas de proteccion, manejo
pesquero y aprovechamiento sustentable de las especies de mayo a julio anualmente y que
ha sido publicada por DOF 2012 con el fin de proteger a hembras reproductoras que se
acercan a dejar a sus crias. Sin duda esto tendra efectos positivos en la especie, sin embargo,
este periodo podria no ser suficiente especifico para que S. zygaena complete sus primeras
etapas de vida y contribuyan a la reproduccion de las siguientes generaciones. Por lo tanto,
se sugiere hacer una extension de esta hasta el mes de septiembre principalmente en el Golfo
de California ya que de acuerdo con Salomon-Aguilar et al. (2009), el area usada hasta dicho
mes. Con esto se podria proteger a los neonatos y juveniles en su primera etapa (organismos
inmaduros), que estan presentes en la zona (Nava-Nava y Marquez-Farias 2014), siendo
necesario limitar las tallas de captura (no < a 200 cm LT) tomando en cuenta lo reportado
por Bolafio-Martinez (2009), Nava-Nava y Marquez-Farias (2014). De esta forma se podria

aumentar las probabilidades de crecimiento y reproduccion de la especie incrementando la
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disponibilidad del recurso tiburén y por ende la conservacion del patrimonio genético de la
especie a largo plazo.

La poblacion sur por su parte presenta mayor diversidad genética mostrando signos de una
expansion demografica menos reciente, lo que la hace aparentemente mas estable que la
poblacién al norte del OPO. No obstante, la especie ha sido explotada intensamente durante
décadas en todos los estadios y mas frecuentemente en los primeros estadios (neonatos y
juveniles) en zonas de crianza, como se ha registrado en Ecuador (Bolafio-Martinez 2006,
Aguilar et al., 2005, Aguilar 2006, Martinez-Ortiz, et al., (2007), Bolafio-Martinez 2009,
Subsecretaria de Recursos Pesqueros (SRPE) del Ecuador 2011 y 2013, Falconi 2015) y Peru
(IMARPE 2015). Lo anterior podria traer complicaciones para mantener una pesca
sustentable del recurso, al observarse una distribucion drastica de la abundancia en las
especies S. zygaena como se ha observado en los Gltimos afios en Peru, segun reportes del
IMARPE en 2019, con relacion a los estadios neonatos, juveniles y hembras gravidas de la
especie.

De la misma forma es deseable el reconocimiento de areas prioritarias (area de crianza en
Per(, cerca de San José y Ecuador, cerca Santa Rosa de Salinas), y la conservacion de estas
implementando vedas en afios escalonados (afio si y otro no). Esto a través de la definicion
de zonas prioritarias en Per( y fortalecer la politica regional de corredor marino Pacifico Este
Tropical (CMAR) establecida en 2004, que busca la conservacién y uso sostenible de la
diversidad bioldgica de la region del Pacifico Este Tropical Central (CMAR 2019), asi
mismo pretende establecer acciones conjuntas para la conservacion de areas marinas
protegidas de Colombia, Panam4, Costa Rica y Ecuador. De ser posible, seria deseable crear
corredores internos entre zonas de crianzas en Ecuador y Per( para la cual es preponderante

el apoyo econémico y juridico de diversas instituciones a nivel nacional e internacional en
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funcién de enriquecer el conocimiento poblacional y bioldgico de la especie, favoreciendo la
baja en la mortandad y reproduccion de la especie. Es necesario contar con reportes pesqueros
de S. zygaena en la zona tropical y apoyar estudios encausados a evaluar y confirmar la
existencia del intercambio génico actual entre las poblaciones norte y sur del OPO, ya que
esto puede implicar adaptaciones evolutivas Unica en la especie. Para esto, son necesarios
estudios basados en marcadores moleculares de alta definicibn como SNPs y marcaje
satelital.

La elaboracion de un plan de manejo requiere asimismo el trabajo en conjunto de Plan de
accion Nacional para el manejo y Conservacion de Tiburones y Rayas y Especies Afines en
México (PANMCT), el Plan de Accion Regional para la Ordenacién y Conservacion de los
Tiburones en Centroamérica (PAR-TIBURON), Plan de accion Nacional para la
Conservacién y el Manejo de Tiburones de Ecuador (PAT-EC), el Plan de Accion Nacional
para la Conservacion y Ordenamiento de Tiburones, Rayas y Especies Afines en el Per(
(PAN Tiburén - Pert) y el Plan de Accion Nacional para la Conservacion de Tiburones (Plan
tiburones-Chile), con el fin de encontrar acciones enfocadas a un impacto regional y que
cuenten con los elementos necesarios para el uso sostenible de estas pesquerias en
congruencia con las politicas de cada pais y la vinculacion de éstas con las comunidades
pesqueras y sectores involucrados (como el sector turistico) que pueda garantizar a largo
plazo el mantener y aumentar la diversidad genética de las poblaciones de S. zygaena ya que
esto puede involucrar adaptaciones locales y o reproductivas. Por esto es transcendental
llevar a cabo la busqueda de acciones importantes con un enfoque integral en el OPO, y asi
contar con la mayor cantidad de elementos que faciliten el uso sustentable del recurso en

congruencia con politicas de cada pais.
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12. CONCLUSIONES

A

I [ Basado en el andlisis de secuencias de la RC del DNAmt del tiburén martillo S.
zygaena a lo largo del Océano Pacifico Oriental se distinguen dos poblaciones, una al norte

y otro al sur del Ecuador.

[‘/ /\-7\

“1 7 La diversidad genética de las poblaciones identificadas a lo largo del OPO fue
intermedia a baja en comparacién con otras especies de elasmobranquios y algunas

congéneres.

A

~1 1" Ladiversidad genética entre poblaciones fue diferente, siendo la poblacién sur la mas

diversa genéticamente.

A

~1 1" El patrén de diversidad y la estructura genética de la especie a lo largo del OPO con
base al DNAmt, es consistente con la hip6tesis de dispersion. El rango de expansion se
promovié al migrar individuos del hemisferio sur al hemisferio norte durante ciclos glaciales
cuando la TSM disminuyé (~ 30 000 afos).

(A

I 7" Los cambios ambientales posterior al flujo, limitaron el flujo genético entre
poblaciones y promovieron la distribucion anti-tropical de la especie, al igual que muchas
mas en el OPO.

A0

I [ La sefial de divergencia en el DNAmt y ausencia de ésta en el nuclear puede sugerir
un posible comportamiento filopatrico natal de las hembras y a la migracién de machos entre
las poblaciones norte y sur favoreciendo el flujo génico.

(CA™

I T Laarticulacién del uso simultaneo de los marcadores mitocondriales y nucleares y la

informacion bildgica y pesquera de la especie, contribuyeron en la identificacion de unidades
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poblacionales independientes de S. zygaena, para la definicion de unidades de manejo de

pesquerias futuras y conservacion de la especie.

A

"I {"La historia demografica de la especie S. zygaena permite prever que a través de un
adecuado manejo del recurso se podria evitar una abrupta disminucion o colapso de la

especie.
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Anexo 1. Secuencias de primeros microsatélites loci disefiados para Sphyrna lewini, con las

respectivas condiciones para la PCR y empleadas para S. zygaena.

Locus Primer sequence Access. no. Alleles Range (bp) Ta HE HO p-value

SLEO13 F: ATGTTTATGACCATACGTGCG FJ236873 10 302-350 60° 067 055 0.05091
R: TTGATTGGCATTCAGTGACC

SLEO018 F: ACAGAAACAGAACGAGGGACA FJ236878 6 208-258 60° 065 040 0.00-090
R: TGGGTTGGCATTGAACAGAA

SLE025 F: CTCAGGCTAGTTGCACAGAAA FJ236874 K] 234-398 57 090 091 0.96-0.10
R: TCAACTCCCCACAATCCCAT

SLE027 F: GAGACCAGCCAAAGGAAAAA FJ236879 13 420459 60" 070 061 0.03-0.84
R: ATGCCATATTCATCCAGGCAC

SLE028 F: TTTGGAGACATTGCAGAAAG FJ236875 25 226-2861 55° 084 088 0.06-0.83
R: CACTTGGGACTACACACACTG

SLEO033 F: TTGGTCAATGTCCTCTTGCA FJ236876 11 261-299 577 079 080 0.18-0.60
R: CCCATGCTGTTTTIGTTICTTIG

SLE038 F: AGCCTACTTCTGCCACATTTT FJ236877 14 419475 60 080 073 0.06-063
R: AATCAAAGTTCCTGCAGTCCT

SLE045 F: AGGATGGGATTCAGTGACAGA FJ236880 5 403411 60" 066 057 0.01-096
R: AATAAGCTCAAAGGGCTGGA

SLE053 F: AAGTCAAAAGCTGTGTGCGA FJ236881 21 407457 577 084 079 0.08-079
R: ATTCCCCACATACATTCCCCA

SLE054 F: CTGACACTGCCAATTTGCAT FJ236882 2 186-206 60° 054 039 006078
R: CCAACTGGAGTTGTCAATCCA

SLEOT1 F: TCAGACGGTGGTACGTACACA FJ236883 13 236-285 607 075 058 0.01-054
R: TGACCCTTTTGGATTGAAGGA

SLEOT7 F: TTCCCTCTCAGAGTGACATTG FJ236884 29 218-317 55" 090 091 053078
R: CCTTTCCTCCATACACAAACA

SLEOB1 F: ATGTTCATCATCCGAGACAGG FJ236885 8 384-402 60" 080 081 062099
R: CCAAACACACGTATCTGCACCCA

SLEO086 F: TACAGACAGATTTCAGTGTGT FJ236886 6 350-361  60° 071 067 0.18-062
R: ACGAATACGCATTCATACAC

SLEOBY F: TTACCACAGTTIGTGTGGGTG FJ236887 13 172-204 60" 085 091 025085
R

- AAGTTTCAGTGTCAGTGTGC
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Anexo 2. Frecuencia de los loci microsatélites empleados para Sphyrna zygaena

Frecuencia
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Frecuencia
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Tomado de Doimeier y Nasby-Lucas (2007), Dudgeon et al. (2009), Escatel-Luna et al (2015), Kessler, 2006.
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Anexo 3. Tabla de indices de diversidad genética de elasmobranquios.

Especie Habitat Distribuciéon Talla n Hd Na He

Costero y aguas hipersalinas, bahias,

Carcharhinus leucas desembocaduras de rios y rios de agua Mundial ~340 cm 0.0028+0.0017 0.76+0.03 30 0.84
dulce

. . costero (frente a desembocaduras de rios, . .

Carcharhinus limbatus . , Extendido 255 cm max | 0.004413+0.00226 ] 0.843 +0.015 na na
estuarios, bahias someras y fangosas

Carcharhinus obscurus Plataforma continental e insular Posiblemente mundial 360—-400cm 0.0050+0.0048 0.60+0.29 7.9 0.732

Carcharhinus plumbeus B,ahlas, E)u.erto, desembocaduras de los Mundial ~240-300cm 0.00475 0.959 na na
rios, oceanicos

Carcharhinus sorrha Plataformacontinental e insular, aguas Limitado 160 cm 0.0030£0.0019 0.60t024 | 126 | 055
someras y cerca de arrecifes coralinos

Carcharhinus tilsoni rI?]eesji:Scerca de la costa a profundidades Muy limitado 200 cm na Na 10.8 0.64

Carcharias taurus Aguas costeras, cuevas submarinas Extendido >430 cm 0.004+0.000003 0.725%0.002 10.5 0.737

Carcharodon carcharias | D0¢ 38u3s costeras a mar abierto e islas Muy extendido ~600 cm 0.0203 Na 5.4 | 0658
oceanicas

Cetorhinus maximus Frentes costeros y ocednicos Mundial >1000 cm 0.0013+0.0009 0.720+0.028 na na

Galeorhinus galeus Mares continentales de frio a calidos Mundial 175-195 cm 0.0071+0.0037 0.92+0.01 na na

Ginglymostoma cirratum | Arrecifes rocosos y coralinos Amplio 300-430 cm na Na 9 5

Haxanchus griseus Mor?tgnas submarinas 'y dorsales medio Mundial 480-550 cm na Na 45.4 | 0.888
oceanicas

Isurus oxyrinchus Costero y ocednico Mundial. >400 cm na Na 25.5 ] 0.873

Mustelus schmitti Plataforma continental ante costera Limitado 190 cm 0.0015 0.226 na na

Nagaprion acutidens Costa:'aguas turbiasy tranguilas en bahias, Amplio 310 cm 0.0006 0.280 10.5 0.67
estuarios, zonas arenosas
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Nagaprion brevirostri Costero: cerca de manglares, muelles, Amplio 349 cm 0.0059 0.780 19.8 0.81
arena y fango
Notorynchus cepedianus | Costero: bahias someras Amplia ~290-400 cm na Na 24,5 | 0.794
Prionace glauca Océano peldgico: aguas templadas y Mundial 380 cm 0.0054+0.0011 0.9240.005 66 | 058
tropicales
Orectolobus halei Limitado 256 na Na 1 0
Orectolobus maculatus Arrecnfes coralinos 'y rocosos, bahias Limitado ~320 cm na Na 1 0
estuarios, charcas de marea
Orectolobus ornatus Arrgcnfes coralinos y rocosos, bahias, rocas Limitado 288 cm na Na 1 0
cubiertas de algas
Rhincodon typus Pelagico, mar abierto y cerca de costa circumglobal 1700-2100 cm 0.011+0.006 0.974 +£0.008 na na
Rhizoprionodon lalandei | Litoral, plataforma continental Limitado ~77 cm 0.0048+0.0029 0.8239 na na
Rhizoprionodon porosus Cercfa\ de Ia. costa, en la plataforma ~110 cm 0.00278 0.881+0.013
continental e insular
S i . . .
o‘mmosus talud superior y plataforma continental Limitado >640-730 cm 0.00220+0.0015 | 0.7750+0.0876 na na
microcephalus
Somniosus pacificus Talud y plataforma continental Limitado >700 cm 0.0031+0.0020 0.7937+0.0424 na na
Squalus acantias Plataforma continental, epipelgico  (en Casi mundial 160-200 cm 0.0086 0.839 135 | o061
aguas frias)
Squalus mitsukurii Plataforma y talud superior continental Extensa y fragmentada 125cm 0.0010-0.0008 0.541+0.0015 10.4 | 0.567
Sphyrna lewini Plataforma continental e insular y aguas Mundial 370-420cm | 0.0098:0.0072 0.61£0.12 64 | 054
profundas
Sphyrna lewini Plataforma continental e insular y aguas Mundial 370-420 cm 0.0011 0.533 106 | 0.792
profundas
i + +
) Plataforma continental, bahias, sobre el Mar’es'troplc.ales del 0.14£0.14 0.72£0.35 13.5 | 0.666
Sphyrna tiburo fango v arena Atlantico Oriental y 150 cm 0.932 73 0.700
goy Pacifico oriental 0.0003240.00028 0.9 ' '
Sphyrna mokarran PIatlaforma contlnenttall, mlar'es tropicales, Mundial 234-610 cm 0.4426
peldgico costero, semi oceanico
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Anexo 4. Distribucién mismatch de la poblacion Norte (a) y Sur (b) del Pacifico Oriental

de Sphyrna zygaena.
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Anexo 5. Valores de las pruebas de Neutralidad en las poblaciones de S. zygaena a lo

largo del Océano Pacifico Oriental

Indices  de Poblacion Norte  Valores de P Poblacion Sur  Valores de P
neutralidad
SSD 0. 00001 0.2036 0. 00038 0.7353
Ind. Reggeddness 0.77629 0.81010 0.06708 0.51880
D' Tajima -1.7393 0.00370 -1.26062 0.09380
Fu -8.1451 0 -6.53754 0-01040
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