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RESUMEN

Conocer la estructura poblacional y conectividad genética de Sphyrna lewini en el
Pacifico Oriental Tropical (POT), es de gran importancia para los esfuerzos de
conservacion de la especie en la regién, ya que se encuentra en peligro critico de
extincién a nivel global. En esta investigacion, identificamos una posible area de
crianza prioritaria para S.lewini en las costas de Sinaloa, México, cuya firma
genética del ADNmt es Unica y diferente al resto de los sitios considerados en el
Pacifico Mexicano, presentando 5 haplotipos independientes. Adicionalmente,
utilizando Polimorfismos de Nucleétido Unico (Single Nucleotide Polymorphism-
SNPs) se identificé una poblaciéon panmictica desde la peninsula de Baja California
hasta Panama. También se identificO la conectividad genética entre areas de
crianza en la costa de Costa Rica (Coyote) con areas de agregacion de adultos en
Isla del Coco, estableciendo una conectividad directa entre dos habitats
fundamentales para la especie. Se logro identificar las bondades y desventajas del
uso de diferentes marcadores moleculares para objetivos especificos, comparando
con otro autores e investigaciones de la misma especie, asi como la importancia de

usar diferentes herramientas para estudiar la estructura poblacional de la especie.

ABSTRACT

The population structure and genetic connectivity of Sphyrna lewini in the Eastern
Tropical Pacific (ETP) is of great importance for the conservation efforts of the
species in the region, particularly because it is critically endangered globally. In this
study, we identified a possible priority nursery area for S.lewini off the coast of
Sinaloa, Mexico, whose mtDNA genetic signature is unique and different from the
rest of the sites considered in the Mexican Pacific, presenting 5 independent
haplotypes. Additionally, using SNPs, a panmitic population was identified from the
Baja California peninsula to Panam. Also we found genetic connectivity between
nursery off the coast of Costa Rica (Coyote) with adult aggregation sites such as
Cocos Island, establishing a direct connectivity between two fundamental habitats

for the species. It was possible to identify the benefits and disadvantages of using



different molecular markers for specific objectives comparing our results with other
publications of the same species, and the importance of using different tools to study

the population structure of the species.



INTRODUCCION

La conservacion y manejo de especies altamente moviles es un reto sumamente
complejo por diferentes razones, que tienen que ver tanto por presiones naturales
como antropogénicas. En primer lugar, las especies altamente migratorias o con
rangos de movimientos muy amplios, suelen cruzar fronteras geopoliticas, cuyos
gobiernos o administraciones tienen una agenda que puede diferir en cuanto a la
conservacion y aprovechamiento de los recursos se refiere (Espinoza et al. 2018).
Para las especies marinas, la complejidad aumenta significativamente, ya que el
estudio de ellas suele tener un mayor grado de complejidad y costos de estudio mas
elevados, por la dificultad en cuanto a la toma de datos, el acceso a los organismos,
la continuidad y tamafio de los océanos, que permite movimientos mucho mas
amplios en diferentes planos y que pueden cambiar espacio temporalmente de
acuerdo con las condiciones ambientales adecuadas para cada especie (Corrigan
et al. 2018). Ademas, uno de los retos mas importante para el estudio de especies
marinas altamente maoviles es el acceso a un nimero representativo o significativo
de muestras, para poder hacer inferencias de las poblaciones que se quieren

estudiar.

El impacto negativo y presiones ejercidas sobre las poblaciones de especies
altamente migratorias o con altos rangos de movilidad, ha sido ampliamente
documentado, teniendo como el principal factor amenazante, la pesca, ya sea
dirigida o como resultado de captura incidental de especies como lo atunes,
tiburones y otros peces pelagicos (Bonaccorso et al. 2021). Debido a las estrategias
K, de la gran mayoria de las especies altamente migratorias, como mamiferos
marinos, tortugas y tiburones, la presion pesquera ejercida intensivamente sobre las
poblaciones de estos ultimos, ha sido perjudicial y la principal razén del declive en
las poblaciones de tiburones a nivel mundial (Corrigan et al. 2018). Al tener una
madurez tardia, baja fecundidad y un nimero bajo de crias (Field et al. 2009), los
tiburones grandes como la mayoria de las especies de la familia Carcharhinidae,

Lamnidae y Sphyrnidae, carecen de la resiliencia ecologica necesaria para soportar



la presion pesquera y que ésta, se haga de manera sostenible, interrumpiendo los
flujos migratorios tanto de individuos como de flujo genético (Camhi, 1998;
Dudgeon, et al. 2012).

Adicional a la pesca, los cambios ambientales debido al cambio climatico y la
contaminacién, modifican las condiciones fisicoquimicas del ambiente, asi como
algunos procesos biolégicos como la productividad, siendo agentes importantes que
alteran la movilidad de las especies en los océanos (Chin et al. 2010; Rosa et al.
2014). Otro factor igualmente importante, es la fragmentacion del habitat debido al
desarrollo urbano e industrial. Este tipo de afectacion es mucho mas evidente y
negativo en organismos terrestres. Sin embargo, para los organismos marinos, la
fragmentacion del habitat modifica los ecosistemas costeros, que son utilizados por
muchas especies como areas de crianza, zonas de alimentacion y refugio, por lo
gue muchos de los movimientos naturales o rutas que siguen estas especies, se

vean comprometidas (Catalano, et al. 2022; Hammerschlag et al. 2022).
Conectividad

A pesar de que no todas las especies de tiburones son altamente migratorias, ya
gue muchas son pequefias o medianas y son menos moviles (distancias maximas
de 270km; Speed et al. 2016) el buen manejo para su conservacion radica en
mantener la conectividad de las poblaciones dentro de sus respectivos habitats. A
grandes rasgos, la conectividad es el intercambio de individuos, genes o
poblaciones entre habitats espacialmente fragmentados (Balbar y Metaxas, 2019).
Investigaciones biogeograficas y de meta poblaciones, muestran que habitats con
alto grado de conectividad entre si, son mas eficientes en cuanto a la conservacion
de las especies y mas estables ecoldgicamente (Beger et al. 2010). La conectividad
ecoldgica no solo permite llevar a cabo la historia de vida de las especies de manera
exitosa, sino que ayuda a la adaptacion y resiliencia de dicha especie a diferentes

cambios ambientes, debido al intercambio genético (Krosby et al. 2010; UN, 2019).

Existen dos tipos de conectividad: En primer lugar, la conectividad demografica,

siendo esta no solo el movimiento e intercambio de organismos, sino implica la



migracion de individuos de diferentes estadios de madurez, desde adultos, juveniles
e inclusive neonatos, entre poblaciones y/o habitats, de forma que se vuelven
miembros activos en cuanto a crecimiento, reproduccion y supervivencia (Rodriguez
Valencia, 2007).

Para tener conectividad demografica, el nimero de migrantes necesarios
dependera del tamafio poblacional, y se alcanza, cuando la poblacién receptora
recibe al menos el 10% de migrantes para tiburones y otras especies marinas
(Ovenden, 2013). En cuanto a la conectividad genética, es el intercambio de genes
y el grado en el cual, el flujo genético afecta los procesos evolutivos a nivel
poblacional (Lowe y Allendorf, 2010). Este tipo de conectividad puede ser descrita
mediante dos modelos principales: a) el primer modelo, una barrera impermeable
ha separado una poblacién original, en dos mas pequefias, llamadas “poblaciones

filogeografias” (PG).

Este ejemplo no es tan comun en poblaciones marinas, ya que depende de barreras
fisicas como montaflas o urbanizacion para separar fisicamente a la poblacion
original; b) el segundo modelo, la conectividad esta restringida (RC) dentro del rango
de una especie por una barrera permeable, como lo son condiciones fisicoquimicas
del océano, asi como corrientes marinas, por mencionar unos ejemplos (Ovenden,
2013). Por lo tanto, muchos estudios se refieren a conectividad, basandose
Unicamente en el movimiento de un individuo de punto A a un punto B, que se pudo
haber generado por diferentes razones, como la blusqueda de alimento o cambios
ambientales, pero no estan relacionados con el flujo genético. Por ello, el estudio
adecuado de la conectividad genética es complejo y fundamental para el manejo y
conservacion de estas especies, asi como de la creacion y designacion de Areas
Marinas Protegidas (AMP)(Pujolar, et al. 2013; Balbar y Metaxas, 2019; Domingues,
et al. 2019; Guzman, et al. 2021)

La conectividad al no ser un parametro que se pueda medir con facilidad ha sido
generalmente presentada como un subproducto de otras investigaciones que se
concentran en los movimientos, uso de habitat y rangos de distribucién de animales

marinos como tiburones, tortugas y ballenas. Las técnicas tradicionales para
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estudiar los movimientos y conectividad como lo son la foto identificacion, captura-
recaptura, marcaje y otras mas especializadas como la telemetria tanto acustica
como satelital son muy utiles para entender los movimientos de individuos durante
periodos cortos (horas, dias) y largos (meses, afios) de tiempo, y en general durante
areas pequefias y grandes (Chao, 1987, Holland et al. 1999, Kohler y Turner, 2001,
Papastamatiou, et al. 2013). Es importante recordar, que la conectividad no solo se
basa en el desplazamiento o migracion de individuos, sino, ademas, si los individuos
migrantes se integran a la nueva poblacion. Es por ello por lo que, a diferencia de
los métodos antes mencionados, para estudiar los movimientos, la genética
complementa con una perspectiva a largo plazo de la conectividad entre
poblaciones. De esta manera, la conectividad genética agrega el factor reproductivo
al estudio del movimiento (Ovenden, 2013).

La conectividad genética se define como el grado en el cual el flujo genético afecta
los procesos evolutivos de una subpoblacion (Lowe y Allendorf, 2010). Los métodos
genéticos utilizados para identificar esta conectividad, y otras variables, permiten la
evaluacion de la estructura poblacional que resulta de estas fuerzas evolutivas,
dandole forma a las frecuencias alélicas, dentro y entre poblaciones, mediante la
mutacion, la deriva génica, la migracion y la seleccion (Wright, 1931). Ademas, los
meétodos genéticos pueden ayudar a estimar el tamafio poblacional efectivo,
utilizando modelos para estimar el numero de reproductores en una poblacion, asi
como la capacidad de una poblacion de adaptarse a los cambios ambientales, y
consecuentemente el estado de salud de una poblacion y su capacidad de

recuperarse cuando dicha poblacién disminuye (Hare et al. 2011).

Para determinar la conectividad genética, es primordial establecer si existen o no
diferencias entre dos o mas grupos de organismos, por lo que se utiliza el indice de
fijacion (Fst) definido como la medida de diferenciacion de la poblacion debido a la
estructura genética (Beaumont, 2005; Meirmans y Hedrick, 2011), y se representa

mediante la siguiente ecuacion:

Fst =1/ (4Nem + 1) (Wright, 1969)



En esta ecuacion, el valor Fs; mide la diferenciacion genética entre poblaciones; si
es igual a cero, significa que no existe diferencia entre las poblaciones; si es mayor
a cero, las poblaciones son diferentes (Holsinger y Weir, 2009). Este valor
representa que el umbral genético para determinar esas diferencias es un valor
absoluto, y no depende del nimero de individuos en una poblacién, como es el caso
de la conectividad demogréfica definida por Ovenden (2013) (Figura 1).

Modelo poblacional simple con
limites genéticos y demograficos

Parametro Valor

Tamafio poblacional 1000

Limite para conectividad demografica | 10%

Poblacidn 1 Poblacion 2 Limite para conectividad genética 10

Numero de | Conectados Cconectados
Efecto de sumentar el nimero de migrantes genéticamente? demograficamente?
migrantes en la conectividad 3 NO NO
genetica y demografica entre 10 5l NO
poblaciones 50 S| NO
100 51 5l

Figura 1. Experimento planteado por Ovenden (2013), para demostrar la diferencia
entre la conectividad genética y demografica. Mientras que el nUmero de migrantes
aumenta en dos poblaciones hipotéticas, el umbral genético para alcanzar la
conectividad se alcanza antes el umbral demografico. Para conseguir la
conectividad genética, es necesario un niamero de individuos migrantes, y para
conseguir la conectividad demogréafica es necesario que los migrantes sean una
proporcion de la poblacion.

Para poder determinar los valores de variabilidad y diversidad genética, es
necesario el uso particular de diferentes técnicas y herramientas moleculares,
utilizando el ADN como materia prima (Amos y Harwoodm 1998). Estos marcadores

moleculares, corresponden a un conjunto de técnicas que indican la presencia de



variantes alélicas, como producto de algun tipo de mutacién en el material genético
de las poblaciones a través del tiempo (Grover y Sharma, 2016). Dichas variaciones,
son conocidas como polimorfismos, y nos ayudan a identificar y separar grupos,
poblaciones, cepas, especies 0 grupos taxonémicos mayores, mediante la
discriminacion entre grupos biolégicos a cualquier nivel de estudio. Estos
marcadores nos permiten identificar poblaciones con una diversidad genética
reducida y que pueden ser mas vulnerables a los cambios ambientales, asi como
distinguir subpoblaciones genéticamente diferenciadas del resto para enfocar de

mejor manera los esfuerzos de conservacion (Gonzalez, 2003).

En cuanto a la estructura poblacional, su importancia para los esfuerzos de manejo
y conservacion radica en la identificacion de diferencias sistematicas en las
frecuencias alélicas entre poblaciones de la misma especie. Estas diferenciaciones
estan impulsadas por el apareamiento no aleatorio, asi como una combinacion de
procesos evolutivos como recombinacidon, mutacion, deriva génica, historia

demografica y seleccion natural (Meirmans y Hedrick, 2011).

Identificar si hay o no poblaciones de la misma especie con caracteristicas genéticas
diferentes, siempre ha sido una gran herramienta para el manejo de las especies
marinas, ya que permite concentrar los esfuerzos en poblaciones mas vulnerables
(Morin et al. 2009). La estructura de las poblaciones puede indicar procesos
evolutivos tanto pasados como presentes, y nos permite tener una idea general de
la conectividad que existe entre lugares diferentes que tengan presencia de la
misma especie, ya sea porque dichos individuos comparten un ancestro comun, o
porque hay un flujo genético (Abdul-Muneer, 2014). En este contexto, al no haber
una estructura genética entre los individuos de diferentes sitios, esto quiere decir
gue los genes estan siendo compartidos por todos esos individuos. Por otro lado, al
haber alguna estructura, significa que hay algo que esta limitando o diferenciando
el flujo de genes de una poblacion o grupo de individuos hacia otros, identificando

unidades de manejo pesquero y conservacion (Dudgeon, et al. 2012)



Biologia del tiburén martillo

El tiburon martillo comun Sphyrna lewini (Figura 2), ha sido una especie
ampliamente estudiada en el Pacifico Oriental Tropical (POT) y ha adquirido mucha
atencion en la ultima década, debido a su estatus de conservacion, establecido
como “en peligro critico de extincion” por la IUCN, en su dltima evaluacion de la
especie publicada en 2019 (Righy et al. 2019). El alto valor comercial de sus aletas
consideradas de primera calidad en el mercado asiatico, especificamente Hong
Kong; asi como el consumo de su carne, lo ha convertido en un recurso pesquero

de gran valor y con una explotacién considerable a nivel mundial (Smith et al. 2009).

A pesar de tener una distribucién circumtropical en las aguas calidas de todo el
mundo) (Compagno et al. 2005), el POT constituye una amplia region con muchos
sitios de agregacion de S. lewini, ya que cuenta con caracteristicas oceanograficas,
fisiograficas y geoldgicas, donde se lleva a cabo el ciclo reproductivo de la especie.
Dicho se divide en dos etapas: la primera tiene lugar en areas de crianza que se
ubican en diferentes zonas costeras continentales o en islas (Clarke 1971; Holland
et al. 1993) algunas en zonas altamente productivas y con una amplia plataforma
continental (Duncan et al. 2006, Castillo et al. 2012; Hoyos et al. 2014).

Es en estos sitios donde los neonatos y juveniles de S. lewini pueden permanecer
desde varios meses hasta un par de afios, haciendo movimientos relativamente
cortos (<100km), alimentandose cerca del fondo marino y buscando proteccién en
la plataforma continental o en las lagunas costeras (Holland et al. 1993; Rodriguez
Arana, 2018; Estupifian-Montafio et al. 2021). Posteriormente, durante la transicion
de juveniles a adultos, empiezan a realizar movimientos mas extensos a zonas mas
alejadas de la costa, para finalmente llegar a los sitios de agregacion de juveniles 'y
adultos, en las montafias submarinas e islas oceanicas (Hearn et al. 2010; Hoyos
et al, 2014; Ketchum et al. 2014; Rodriguez Arana, 2018). Estos sitios de
agregacion son considerados como puntos calientes biolégicos con una gran
abundancia y diversidad de depredadores tope (Hearn et al. 2010). Es en estos

lugares donde se han observado los grandes cardumenes de tiburon martillo, los



cuales son muy importantes para el buceo recreativo, permitiendo el acceso y

observacion de estas agregaciones desde hace varias décadas (Klimley, 1995).

Sphyrna lewini es considerada una especie altamente movil. Sin embargo, se ha
encontrado cierto grado de filopatria a sus areas de crianza, y una fidelidad a los
sitios de agregacion. Por esta razon, a pesar de poder hacer grandes movimientos,
es muy comun que los organismos pertenecientes a ciertas zonas permanezcan en
ellas (Duncan et al. 2006; Coiraton et al. 2020). Las poblaciones actuales de S.
lewini se diferenciaron por barreras cripticas como los pueden ser cuencas
oceanicas, asi como barreras menos evidentes como fenémenos geoldgicos,
biolégicos y oceanograficos, tales como gradientes de temperatura, giros marinos,
disponibilidad de alimento, etc. (Duncan et al, 2006; Jorgensen et al. 2009). Por ello,
el estudio de sus poblaciones con enfoque en su conservacion es fundamental:
desde una perspectiva de manejo pesquero, la identificacion de poblaciones
independientes de S. lewini es vital, ya que las dinamicas de cada poblacion son
afectadas por procesos locales (ej. nacimientos, reclutamiento, mortalidad natural y

mortalidad por pesca (Cambhi, 1998).

Por lo tanto, cada poblacién puede reaccionar de manera independiente a la
explotacion, y de igual manera cada poblacidon puede reaccionar de manera
diferente a variaciones ambientales, lo que puede llevar no solo a la continua
sobreexplotacion de la especie, sino a una pérdida de diversidad genética (Begg et
al. 1999, Hilborn et al. 2003). En este contexto, investigar la estructura poblacional,
patrones de adaptacion localizada y comportamiento reproductivo, es
especialmente critico en tiburones, debido a su baja fecundidad y largos tiempos de
maduracion, que los hacen mas sensibles a la sobreexplotacion (Stevens, 1989;
Bejarano- Alvarez et al. 2011; Furlong-Estrada, et al. 2017; Martinez-Candelas, et
al. 2020).

Las dos etapas del ciclo de vida de Sphyrna lewini (areas de crianza y sitios de
agregacion), estan claramente establecidos (Coriaton et al. 2020). Sin embargo, los
movimientos de las hembras adultas desde los sitios de agregacion (montafias

submarinas o islas oceanicas) hacia la costa con la finalidad de parir a sus crias, no
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ha sido registrado con precision (Ketchum et al. 2009; Ketchum et al. 2014b;
Estupifian-Montafio et al. 2021b).Primordialmente, esta falta de informacion se debe
a la dificultad de colocar cualquier tipo de marcas o transmisores en las hembras
adultas por su baja o nula abundancia en muchos sitios, particularmente en el GCy
Pm y a lo extenso de las zonas costeras que utilizan como areas de crianza donde
la cobertura por receptores acusticos es dificil de alcanzar. Se ha utilizado la
telemetria acustica y el marcaje satelital, para estudiar movimientos en las islas y
de las islas a la costa, sin embargo, en el caso de la telemetria acustica, la
necesidad de tener una amplia red de receptores acusticos y que exista poca
distancia entre estos colocando muchos receptores, hace de este método poco
viable por los costos para estudiar los movimientos hacia la costa. Por otro lado, la
telemetria satelital puede ser muy costosa, particularmente las marcas tipo PSAT
(Thomas et al, 2012), asi mismo como la problematica de colocarlas en los
organismos adultos, ha sido un impedimento para establecer esta conectividad

entre los sitios de agregacion y las areas de crianza.

Debido a lo anterior, este proyecto se dividié en dos capitulos: el primero de ellos
analiza la estructura poblacional de las areas de crianza del Pacifico Mexicano (PM)
para la identificacion de un sitio al que consideramos como prioritario para el manejo
y conservacion de esta especie. Y el segundo capitulo examina la estructura
poblacional y la conectividad entre diferentes sitios del Pacifico Oriental Tropical
(POT).



Figura 2. Vista lateral de Sphyrna lewini y vista ventral de la cabeza que distingue a esta
especie de las otras especies de tiburon martillo: Cuatro lI6bulos cefalicos y una muesca en
la parte central.

JUSTIFICACION

El declive de las poblaciones de Sphyna lewini en el POT se debe principalmente a
la sobrepesca de neonatos y juveniles (White et al. 2008), lo que ha ocasionado una
disminucion en la abundancia del 50% al 90% en muchas zonas de su distribucion
en la region y a nivel mundial (Torres-Huerta et al. 2008, Nance et al. 2011).
Diversos estudios han mostrado evidencia de la existencia de diferentes
subpoblaciones dentro del intervalo de distribucion de esta especie en el POT
(Elizondo et al. 2022), razén por la cual resulta necesario el estudio de la
conectividad genética para determinar la importancia de areas especificas para S.
lewini y el manejo de unidades genéticamente diferentes (Castillo-Olguin et al.
2012).

S. lewini es considerada una especie en peligro por la Unién Internacional para la
Conservaciéon de la Naturaleza (Righy et al. 2019). La pesqueria intensiva, y una

baja recuperacion cuando hay una disminucién poblacional, hace de esta especie,
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una de las especies de tiburones mas vulnerables en la actualidad (Field, et al. 2009;
Pérez-Jiménez, 2014).

La frecuente presencia en el POT sugiere una fuerte filopatria (Rangel-Morales et
al. 2022), por lo que es de vital importancia preservar las areas de crianza donde se
desarrollan neonatos y juveniles y donde ocurren los procesos adaptativos que les
confiere ventajas respecto a poblaciones aledafias (Duncan, et al. 2006, Salomén,
et al. 2009, Elizondo et al. 2022).

Aunque las areas de crianza estan protegidas en México por la Norma Oficial
Mexicana 029 de (NOMO029-PESC-2006- DOF, 2007) la cual establece limitaciones
a la pesca de tiburones en ciertas temporadas del afio y zonas geograficas, el
numero de estas areas es muy limitado y no se tienen contempladas para todas las
especies de tiburones, ademas de que no es posible hacer programas de manejo
eficientes, ya que no se conocen adecuadamente los patrones de movimientos, flujo
de genes y habitats clave (nacimiento, expulsion y proteccion de crias), lo cual es
fundamental para poder establecer zonas de refugio, y una explotacion sustentable
de S. lewini (Speed et al. 2010).

Las pesquerias extraen tiburones neonatos y juveniles principalmente por ser los
mas numerosos, por lo que una disminucién en la poblacién de este grupo de edad
podria causar el colapso de la especie y la pérdida de variabilidad genética de las
poblaciones en su conjunto (Dudgeon et al. 2012). Por lo tanto, el desarrollo de
estrategias de conservacion para tiburones, depende de la informacién cientifica
generada sobre las caracteristicas bioldgicas, estructura poblacional, flujo genético,
movimientos, migraciones y habitats usados por los neonatos y juveniles. Por esta
razon, es fundamental obtener informacion adicional acerca de estos estadios tan
poco estudiados. Adicionalmente, establecer la conectividad que existe entre las
areas de crianzay las zonas de agregacion de adultos de S. lewini, nos va a permitir
identificar las zonas prioritarias para la conservacion de la especie,
complementando la proteccién que se les brinda a los adultos en los parques
nacionales y areas marinas protegidas a lo largo del POT, con la proteccién de las

crias en sus areas de crianza.
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PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢ Cudl es la conectividad genética entre las diferentes areas de crianza potenciales
y las zonas de agregacion de adultos de S. lewini en el POT?

¢, Cual es la estructura poblacional de S. lewini en el POT?

¢, Cual es el tamafio poblacional efectivo de S. lewini en el POT?

OBJETIVO GENERAL

Establecer la conectividad genética y estructura poblacional del tiburén martillo
Sphyrna lewini en el Pacifico Oriental Tropical.
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Capitulo 1. Un area de crianza prioritaria para la
conservacion del tiburon martillo comun Sphyrna lewini
en México.

INTRODUCCION

El tibur6n martillo comun Sphyrna lewini, es una de las especies de tiburones de
mayor importancia comercial en México, cuyas principales zonas de explotacion se
encuentran en el margen costero del Pacifico Mexicano (PM) (Anislado-Tolentino y
Robinson 2001; Pérez-Jiménez et al. 2014; Furlong-Estrada et al. 2014, 2015). Es
una especie catalogada como en peligro critico de extincion a nivel global y no
cuenta con ninguna proteccion especial en aguas mexicanas, ademas de una veda
trimestral generalizada para todas las especies de elasmobranquios en el PM (DOF
2012).

Hasta la actualidad, se han realizado un gran numero de investigaciones sobre S.
lewini en las zonas costeras de diferentes partes del mundo. Sin embargo, pocas
han identificado las zonas prioritarias para el manejo y conservacion de la especie
en sus primeras etapas de vida. En estas primeras etapas, es cuando los tiburones
son mas vulnerables y son actualmente, los estadios de edad mas capturado por la

pesca riberefia (Smith et al. 2009; Furlong-Estrada et al. 2014).

Llegar a establecer areas de crianza concretas y bien identificadas, ha sido uno de
los principales retos de la conservacion de la especie, ya que su ciclo de vida
comprende de dos zonas fundamentales: a) sitios de agregacion de adultos, que se
encuentran en islas oceanicas y montafias submarinas; y b) areas de crianza en la
zona costera (Hoyos-Padilla et al. 2014, Estupiiian- Montafio, et al. 2021). La
atencion y los esfuerzos de conservacion de la S. lewini han sido ampliamente
concentrado en los sitios de agregacion de adultos, como las Islas Galapagos en
Ecuador, Isla del Coco en Costa Rica, Isla Malpelo en Colombia y el Archipiélago
de Revillagigedo en México, debido a la gran biodiversidad biol6gica que se

encuentra en estos sitios, su historia natural, relevancia internacional, ampliacion

13



del territorio nacional de cada pais, asi como por su importancia econémica para
actividades turisticas como el buceo SCUBA (Bessudo et al. 2011; Prus, 2013,
Ketchum et al. 2014a; Nalesso, et al. 2019; Lara-Lizardi, 2020; Estupifidn- Montafio,
et al. 2021).

Por otro lado, las areas de crianza de S. lewini al estar ubicadas en cercania a los
principales asentamientos humanos, de los cuales, muchos de ellos dependen de
la pesca artesanal como principal actividad econémica, estan en conflicto directo
con el desarrollo y el sustento de la gente, por lo que los esfuerzos de conservaciéon
histéricamente han sido muy complicados y poco eficaces (Zanella, et al. 2019). Es
por ello, que la implementacion de zonas de refugio o &reas marinas protegidas en
donde la especie pueda desarrollarse en sus edades tempranas sin las limitaciones
de la pesca es fundamental para la preservacion del tiburon martillo comun (Duncan
y Holland, et al. 2006; Freitas, et al. 2009; Dicken, 2011).

Una de las principales razones que limitan la creacion de zonas protegidas, ademas
del conflicto ya mencionado con actividades humanas, es la falta de informacion
sobre una especie particular, asi como la multiple interpretacion y ambigledad que
existe al hablar de areas de crianza para especies de tiburones. Definiciones de
area de crianza como las de Bass (1978), Branstetter (1990) y Castro (1993), se
basan en la designacion de un area de crianza a aquellas zonas donde las hembras
gravidas dejan a sus crias y donde los neonatos pasan los primeros semanas,
meses 0 afos de sus vidas. Basado en lo anterior, un gran nimero de areas
geograficas puede ser consideradas como areas de crianza, lo que hace dificil la
asignacion a que zonas son mas importantes que otras. Heupel et al. (2007)
propone criterios adicionales, incluyendo que, para ser un area de crianza de
cualquier especie de tiburdn, la especie se encuentra con mayor frecuencia en esa
area que en otras circundantes, dando una densidad mayor. Adicionalmente, que la
especie en cuestién presentan una fidelidad a dicha area especifica y que el area

es utilizada por la especie a través del tiempo, mientras otras no.

Se han utilizado recopilaciones bibliogréaficas historicas para identificar las areas de

crianza mas comunes para diferentes especies de tiburones en México (Salomon
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Aguilar et al. 2009), donde se han utilizado las capturas pesqueras como principal
fuente de informacion (Alejo Plata et al. 2007; Cuevas, 2018) y se han inferido
dichas zonas para S. lewini utilizando estudios de biologia reproductiva (Torres
Huerta et al. 2008; Bejarano-Alvarez et al. 2011). Hasta la fecha, los estudios que
utilizan la genética como herramienta principal para estudiar esta especie de tiburén
martillo, han sido enfocados para diferenciar e identificar poblaciones, asi como el
flujo genético que existe entre ellas (Duncan et al. 2006; Nance et al. 2011; Castillo
Olguin et al. 2012). Por lo que utilizando las mismas herramientas, nos propusimos
iyafadir informacién al reservorio actual de material genético de la especie en el PM,
i) utilizar el ADN mitocondrial (ADNmt), para identificar una de las potenciales areas
de crianza mas relevantes para la especie en México y iii) conocer la estructura que
esta presenta comparativamente con otras localidades del pais previamente
estudiadas, ampliando el conocimiento sobre la variabilidad genética de S. lewini en
el PM.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Describir la diversidad genética de Sphyrna lewini en las areas de crianza del
Pacifico Mexicano.

» Establecer si existe conectividad genética entre las diferentes areas de
crianza de S. lewini.

» Identificar las areas de crianza potenciales de S. lewini mas importantes de
acuerdo con su estructuracion genética.

HIPOTESIS

La diferenciacién genética entre las areas de crianza de S. lewini en el Pacifico
Mexicano para se debe a una conectividad diferenciada con distintas zonas de
agregacion de adultos, debido al comportamiento filopatrico de las hembras adultas

de esta especie.
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MATERIALES Y METODOS

Area de Estudio

El Pacifico Mexicano (PM) es una region conformada por once de los treinta y dos
estados que forman el territorio nacional mexicano, siendo estos: Baja California,
Baja California Sur, Sonora, Sinaloa, Nayarit, Colima, Jalisco, Michoacan, Guerrero,
Oaxaca y Chiapas. ElI PM, tiene una linea de costa de 7,828 kilometros, que
constituyen el 70% del total del litoral mexicano.

La Reforma, Sinaloa (24°57°N, 108°19°W) es una comunidad pesquera situada a
80 km de Culiacan en la costa este del Golfo de California. Es un estero que forma
parte del Corredor Reforma-Marismas Nacionales en el Golfo de California. La
Reforma esta ubicada en la Bahia Santa Maria de la Reforma (BSMR), que esta
compuesta por un cuerpo de agua de 55,000 Ha. Sin embargo, la presencia de
tiburones se concentra en la plataforma continental fuera de la bahia. La zona de
estudio esta limitada al norte por la boca de la Bahia llamada La Rision y al Sur por
la Boca de Navolato, la cual se extiende hasta 40 kildmetros mar adentro y que es

la zona comunmente utilizada para la pesca artesanal del recurso tiburon.

Ademas de La Reforma, se consideraron los sitios utilizados por Castillo Olguin et
al. (2012): Baja California, BC (31°52°N, 117°12°W); Baja California Sur, BS
(24°09°110°15'W); Mazatlan, MZ (23°31'N, 106°43"W); Nayarit, NA (21°32"N,
105°25"W); Michoacan, MC (17°52"N, 102°10"W); Oaxaca, OA (15°39°N, 96°29" W)
y Chiapas, CH (14°30°N, 92°27°'W).
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Figura 1. Area de estudio. Se consideraron 8 sitios del PM como areas de crianza
potenciales para S. lewini. Baja California (BC), Baja California Sur (BCS), La Reforma (RE),
Mazatlan (MZ), Nayarit (NA), Michoacan (Ml), Oaxaca (OA) y Chiapas (CH).

Obtencién de muestras

Los muestreos en La Reforma se realizaron en octubre y diciembre de 2015 y en
marzo, mayo, junio y agosto de 2016, durante salidas de Pelagios Kakunja para
estudiar las areas de crianza del tiburon martillo comdn de la costa de Sinaloa. Las
salidas se realizaron en su mayoria durante la noche, ya que es cuando los
tiburones estan mas activos. La captura de los individuos se realiz6 mediante el uso
de un palangre de 75 anzuelos circulares con ayuda de pescadores locales. A los
anzuelos se les retird la lenglieta, para facilitar la extraccion del anzuelo y minimizar

el dafo a los tiburones al momento de ser capturado. Los lances se realizaron a la
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deriva, para cubrir la mayor &rea posible, y cada lance tuvo una duracién (tiempo de
remojo) de 1 hora, para garantizar la supervivencia de los organismos, ya que el
tiburén martillo comun es muy susceptible a la anoxia cuando carece de movimiento,
aun por cortos periodos de tiempo. La carnada utilizada fue principalmente lisa y
barrilete, cortada en pequefios trozos de 50-100 gr aproximadamente.

Una vez capturados, los tiburones fueron medidos (longitud total y furcal), luego se
colocaron marcas convencionales para identificar a cada individuo y para la
realizacion de estudios adicionales y posteriormente se tomé una biopsia
proveniente del cartilago de la segunda aleta dorsal, la cual se preservé en un vial
Eppendorf sumergida en alcohol al 96%. Los individuos capturados fueron liberados
en buenas condiciones, de acuerdo con el protocolo de marcaje y manipulacion de
tiburones establecido por el Comité Institucional del Cuidado y Uso de Animales de
la Universidad de California, Davis (IACUC, Protocolo No. 16022).

Como muestras adicionales, se obtuvieron las secuencias haplotipicas obtenidas
por Castillo Olguin et al. (2012), para tener una representacion amplia de la especie
en el PM cubriendo los sitios determinados en la Figura 3. Las secuencias se
obtuvieron través de la herramienta BLAST del Centro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica (NCBI por sus siglas en inglés) utilizando los codigos de acceso
publicados por los autores: IN543266-JN543270.

Extraccion de ADN y analisis moleculares

Las biopsias obtenidas mediante las salidas de marcaje se procesaron mediante el
protocolo modificado de fenol cloroformo para la extracciéon de ADN. Las muestras
de tejido se trataron con 500 ul de buffer extraccion méas 60 ul de sodio dodecilo
sulfato (SDS) al 10% y 20 ul de proteinasa K, incubandose a 37°C por 24 horas.

Posteriormente, se limpio de nucleasas y lipidos con una extraccién de fenol (500
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pl), una de fenol cloroformo isoamil (PCI 400 pl) y finalmente una de cloroformo
isoamil (300 pl). Se precipité el ADN con 1000 pl de etanol absoluto frio y con 20 pl
de cloruro de sodio, para luego incubarlo en un congelador a -20°C por 2 hrs. Se
centrifugaron a maxima velocidad, se decant6 el sobrenadante y se hizo otro lavado
con 200 pl de etanol frio al 70%. Para decantar el sobrenadante de nuevo y
resuspender el tampdn o pellet en 50 pl de TE (10 mM de Tris pH 8.0 y 1 mM de
EDTA) estéril. Posteriormente se comprobd la calidad del ADN con 3 pl de la
extraccion (stock) y 1 ul de azul de bromofenol en un gel de agarosa al 1% y fue
vizualizado en un transiluminador de luz UV. Se determind la concentracién en
nanogramos por microlitro con ayuda del Nano drop, para finalmente almacenarse
a -4°C hasta su utilizacién. A partir del ADN aislado y purificado, se amplificd
mediante PCR con los partidores o primers universales reportados por Stoner et al.
(2003): ElasmoCR15642F: 5-TTGGCTCCCAAAGCC-3’ y ElasmoCR16638R: 5'-
CCCTCGTTTTWGGGGTTTTTCGAG-3'. Los productos de PCR para la region
control de ADNmt fueron secuenciado en ambas direcciones en Macrogen Inc. en

Corea del Sur.

Las secuencias fueron limpiadas, alineadas y ajustadas manualmente con el
programa Geneious Prime® 2022.0.1 (Kearse et al., 2012) y se utilizé la herramienta
BLAST para confirmar que todas las secuencias correspondan a Sphyrna lewini,
obteniendo entre un 99-100% de coincidencia con las secuencias publicadas para
la misma especie. Se estimaron los indices de diversidad genéticas tales como el
numero de sitios de nucleotidos de segregacion (k), el nimero de haplotipos (n), los
haplotipos privados (ph), la diversidad de haplotipos (h) y la diversidad de
nucledtidos (11) para cada sitio utilizando en el software ARLEQUIN 3.11 (Excoffier
et al. 2005).

Las diferencias genéticas entre los sitios de comparacion pareada(®st), también
denominadas como el indice de fijacion o Fs, se estimaron en funcion de las
frecuencias de haplotipo como indicadores del flujo génico se calcularon en

ARLEQUIN 3.11 con 20.000 permutaciones. Para evitar falsos positivos de valores
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p en valores ®@st debidos a comparaciones multiples, se aplicé una correccion de
Bonferroni para obtener un valor ajustado de a (Rice 1989). Ademas, se estimo la
red de haplotipos para todas las secuencias de regiones de control de ADNmt
utilizando un algoritmo filogenético con el fin de estimar la relacion entre haplotipos
sin ambigledades o conexion no determinadas (Salzburger et al. 2011). El modelo
de sustitucién se estableci6 de acuerdo con la mayor probabilidad logaritmica
obtenida con JIMODELTEST 0.1.1 (Posada, 2008). El &rbol de maxima verosimilitud
se cargd en el software HAPLOVIEWER (Salzburger et al. 2011), donde se

reconstruy0 y edit6 la genealogia del haplotipo.

RESULTADOS

Se realizaron un total de 110 lances de pesca en La Reforma, capturando 57
individuos distintos de varias especies de tiburones como Sphyrna lewini,
Rhizoprionodon longurio, Isurus oxirynchus y Gaelocerdo cuvier. La especie mas
capturada fue S. lewini con un total de 34 individuos (60% de las capturas). Los
individuos de S. lewini capturados fueron todos inmaduros (neonatos y juveniles),
teniendo longitudes totales de 40cm a 138cm y una proporcion de sexos de 1.1
machos por cada hembra (1.1:1). De todos los individuos capturados en La
Reforma, Unicamente se pudo extraer ADN de buena calidad de 18 individuos,

sumando las 125 secuencias obtenidas de Castillo Olguin et al. (2012).

Posterior a la limpieza y alineacion de las secuencias se obtuvo un fragmento de
694 pares de bases (pb) de la region control del ADNmt de un total de 143 individuos
pertenecientes a 8 localidades costeras del PM (Tabla 1). Se identificaron 10
haplotipos, con una diversidad haplotipica de h= 0.4412. La localidad con una mayor
diversidad haplotipica fue La Reforma (RE), seguida de Mazatlan (MZ), Nayarit (NA)
y Michoacén (MI). Las localidades de Baja California (BC), Oaxaca (OA) y Chiapas

(CH), unicamente presentaron un solo haplotipo, siendo el ya descrito por Castillo-
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Olguin (2012), relacionando la baja diversidad haplotipica al bajo niumero de

muestras correspondientes a dichas localidades.

Tabla 1. Las 8 localidades del Pacifico Mexicano, que corresponden a Baja California (BC),
Baja California Sur (BS), Mazatlan (MZ), Nayarit (NA), Michoacan (MI), Oaxaca (OA),

Chiapas (CH) y La Reforma (RE).

Se muestra el nimero de secuencias de ADNmt

utilizadas por sitios (N), el namero de haplotipos, haplotipos privados (ph), sitios

polimérficos (k), asi como la diversidad haplotipica (h) y nucleotidica ().

Sitio

N No.Haplotipos ph k h ™
BC 9 1 0 0 0 0
BS 17 1 0 0 0 0
MZ 36 4 1 24  0.4238+-0.0945 0.0071-0.0039
NA 24 4 1 10 0.4312+-0.1169 0.0028+-0.0018
Ml 17 3 0 9  0.4044+-0.1304 0.0030+-0.0019
OA 8 1 0 0 0 0
CH 14 1 0 0 0 0
RE 18 5 5 4  0.5621+-0.1342 0.0012+-0.0010
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Figura 2. Composicion porcentual de los 10 haplotipos presentes en los sitios con mayor
diversidad haplotipica. Se puede observar que el haplotipo 1 (Hap 1) es el gue esta
mayormente presente en todos los sitios exceptuando La Reforma. La composicion
haplotipica es diferente en La Reforma en comparacién con los otros sitios.

Los valores de ®st que resultaron significativos posterior a la correccion de
Bonferroni, fueron exclusivamente los valores correspondientes a la comparacion
pareada de RE con el resto de los sitios mostrando una divergencia poblacional en
este sitio con respecto a las otros (Tabla 3). De los 10 haplotipos identificados para
todas las muestras, 5 corresponden a los identificados para el PM por Castillo-
Olguin, y los otros 5 corresponden exclusivamente a las secuencias de RE (Figura
2)

22



Tabla 2. Divergencia poblacional de Sphyrna lewini en el Pacifico mexicano. Por debajo
de la diagonal los valores @st entre los sitios de comparacion pareada y por encima de la
diagonal, los valores p correspondientes. Los valores p significativos después de la
correccion de Bonferroni se resaltan en negrita (a = 0,001).

R
BC 0.99995 0.19572 0.2159 0.25755 0.99995 0.99995 0O
2} 0.00000 0.04455 0.06434 0.10163 0.99995 0.99995 0O
P4l 0.05487 0.09740 0.28567 0.40598 0.23293 0.0854 O
\.\ 0.05597 0.10750 0.00727 0.59591 0.31669 0.0877 O
/Il 0.07568 0.14062 0.00245 0.02116 0.26984 0.10858 0
[0J\ 0.00000 0.00000 0.04593 0.04577 0.06365 0.99995 0
(o2l 0.00000 0.00000 0.08485 0.09175 0.12009 0.00000 0
f4= 0.65148 0.71593 0.52314 0.51185 0.51871 0.64083 0.69509

Hap2

Hap4

Hap1 BC

510 20 40 100

Z
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Figura 3. Genealogia/red haglotipica de Sphyrna lewini correspondiente a 143 secuencias
de la region control de ADNmt en 8 sitios del Pacifico Mexicano. La genealogia generada
por Haplotype Viewer ilustra las relaciones de los 10 haplotipos identificados. El tamafio de
cada circulo indica el nUmero de secuencias presentes para cada haplotipo y los colores
corresponden a cada uno de los sitios considerados. Cada linea indica un paso mutacional
entre los haplotipos y los circulos negros indican haplotipos hipotéticos faltantes. Las
localidades son: Baja California (BC), Baja California Sur (BS), Mazatlan (MZ), Nayarit (NA),
Michoacan (Ml), Oaxaca (OA), Chiapas (CH), La Reforma (RE).
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DISCUSION

La evidencia genética obtenida de las secuencias parciales de la regién de control
del ADNmt (Figura 3), sugiere una clara diferenciacion espacial entre la poblacion
de La Reforma, con otros sitios donde la especie se encuentra a lo largo del PM.
Los haplotipos encontrados por Castillo-Olguin et al. (2012), para la zona central del
PM, indican una diversidad y firma genética similar entre sitios cercanos, como
Mazatlan y Nayarit. Sin embargo, la presencia de cinco haplotipos completamente
diferentes y exclusivos en La Reforma refuerza la hip6tesis de que esta zona costera
podria ser un area de crianza prioritaria para Sphyrna lewini, donde la informacién
genética de la region control de ADNmt de los neonatos y juveniles que habitan alli,
es diferente de todos los demas sitios considerados. Esto posiblemente contribuya
a la plasticidad de los patrones migratorios de esta especie (Coiraton et al. 2020).

La Reforma cuenta con una de las flotas de embarcaciones menores dedicadas a
la pesca comercial mas grandes del pais, que podria poner en peligro la
supervivencia tanto de hembras prefiadas como de neonatos y juveniles que utilizan
este sitio en particular, si no se establecen herramientas de manejo del recurso en
un corto plazo, como tallas minimas de captura y tonelaje maximo permito por
temporada (CONAPESCA 2004, 2017). Ademas, poblaciones discretas como la
representada en La Reforma, pueden ser de importancia para la variabilidad

genética de la especie en el PM y el Golfo de California (GC).

A escala regional, el Golfo de California tiene dinamicas oceanogréficas y
caracteristicas geograficas muy particulares, como surgencias y una plataforma
continental muy amplia en la costa oriental (Lavin et al. 2003) que promueven la
presencia de S. lewini ya sea en las areas de crianza (Rosende-Pereiro y Corgos,
2018; Rangel-Morales et al. 2022) y en los sitios de agregacion de adultos (Klimley,y
Butler, 1988; Klimley, 1993; Klimley et al. 2005; Ketchum et al. 2014b). Estas
condiciones oceanograficas y de habitat, como una extensa plataforma continental,

alta productividad debido a las surgencias y un aporte constante de nutrientes
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arrastrados desde el continente, mantienen decenas de kilometros de estos
estuarios, marismas, sistemas de manglares y costa en condiciones de vida
adecuadas para que los neonatos y juveniles de S. lewini (Bernal, et al. 2001,
Arreguin-Sanchez y Arcos, 2011). La extension de estos ecosistemas altamente
productivos en la boca del GC, junto con la filopatria que presentan las hembras a
sitios selectivos dentro de esta area (Rangel-Morales et al. 2022), pueden generar
una diferenciacién en un marcador molecular hereditario matrilineal que resulta en
una dinamica evolutiva diferente a la de otros sitios del PM Nance, et al. 2011;
Castillo-Olguin et al. 2012). Es posible que las caracteristicas oceanogréficas
costeras antes mencionadas, tengan una mayor influencia sobre las hembras, ya
gue son ellas las que viajan a las areas de crianza cerca de la costa y no los machos,
o al menos no con fines reproductivos. El apareamiento ocurre en los sitios de
agregacion de adultos como montafias submarinas e islas oceéanicas (Salinas de
Ledn, et al. 2017), por lo tanto, las diferentes condiciones oceanograficas y
geogréaficas de la costa tienen una influencia sobre las hembras que eligen las

respectivas areas de crianza en zonas costeras.

Adicionalmente, es probable que los machos sean los responsables del flujo de
genes al desplazarse entre diferentes sitios de agregacion de adultos y
reproduciéndose de manera indistinta (Daly-Engel et al. 2012), mientras las
hembras son responsables de la estructuracion genética. Con muchos lugares
diferentes con condiciones adecuadas dentro del Golfo de California, para el
desarrollo 6ptimo de neonatos y juveniles de S. lewini, la selectividad de las
hembras a un sitio especifico, como La Reforma, es un factor que se convierte en
filopatria. Esta filopatria es lo que interpretamos en el ADNmt como uno de los
factores que podrian impulsar la diferenciacion entre los sitios dentro del GC y otros
sitios en el PM (Rangel-Morales et al. 2022). Por lo tanto, establecer nuevas
regulaciones de manejo en las pesquerias de tiburones de tipo temporal serian de
gran relevancia. Es decir, vedas mas largas en tiempo en areas particulares como
La Reforma, mas alla de los tres meses establecidos en la prohibicién actual en el

PM (DOF, 2012). Lo anterior podria ser primordial para la conservacion del acervo
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genético que presenta la especie en sitios particulares. Sin embargo, al solo
contemplar en este estudio la firma genética de la linea matriarcal, es muy probable
que, utilizando marcadores biparentales, la varianza genética se homogenice, y la

distincion observada en estos resultados sea mas dificil de apreciar.

Los haplotipos Unicos observados en La Reforma podrian indicar un sitio de paricién
Unico para un grupo particular de hembras adultas, aunque sus rangos de
distribucion y de donde provienen dichas hembras siguen siendo desconocido. Se
necesitan mas estudios considerando el amplio rango de distribucién de S. lewini a
lo largo del POT, y aumentando las resoluciones de los marcadores moleculares
(por ejemplo, SNP), que podrian proporcionar cierta claridad sobre las hembras
adultas que estan utilizando estas areas para tener a sus crias y estan impulsando
la diferenciacion entre La Reforma y los otros sitios. Ademas, el estudio de otras
areas de crianza potenciales en toda la costa de PM y otros sitios y ayudara a
establecer la estructura genética de la poblacion, en términos de la sefial genética
de los individuos ya que otros autores como Nance (2011) no encontraron una
diferenciacion genética a pequefia escala tan evidente como la presentada en este

estudio.
CONCLUSIONES

Durante este estudio se identifico a La Reforma, como un area de crianza prioritaria
para Sphyrna lewini por lo cual es critico establecer medidas de manejo. Lo anterior
con el fin de darle oportunidad a las hembras prefiadas de parir a sus crias, y a
éstas de crecer sin las limitaciones de la pesca en sus areas de crianza. Proteger la
diversidad genética de S. lewini es una manera fundamental de promover esfuerzos
para su conservacion y de comprender los aspectos micro evolutivos que la rodean.
Este capitulo se puede consultar como publicacion en la siguiente referencia:

Rodriguez-Arana Favela, J.P., S., Hernandez, R., Gonzalez-Armas, F., Galvan-Magafia, A., Tripp-Valdez, M.,

Hoyos-Padilla & J.T., Ketchum (2022). A priority nursery area for the conservation of the scalloped hammerhead
shark Sphyrna lewini in Mexico. Journal of Fish Biology. 1(1): 1-5. DOI: 10.1111/jfb.15227.
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Capitulo 2. Estructura poblacional y conectividad
genética del tiburon martillo Sphyrna lewini en el Pacifico
Oriental Tropical.

INTRODUCCION

En el capitulo anterior, ya se mencioné la vulnerable situacion de S.lewini con
respecto a su historia de vida, sobrepesca y la dificultad de su estudio en cuanto a
la conectividad de los habitat criticos como lo son las zonas de agregacion de
adultos y las areas de crianza, y a las limitantes que presentan ciertos métodos
utilizados como la telemetria acustica y satelital (Thomas et al. 2012; Ketchum et al.
2014). Para este capitulo, se considera una metodologia que puede englobar
diferentes factores del estudio poblacional de la especie, asi como su conectividad,

sin necesidad de utilizar ningun tipo de marcas o transmisores electronicos.

En cuanto a métodos moleculares, desde el 2006 se han utilizado herramientas
genéticas como el ADN mitocondrial (ADNmt) y los microsatélites de ADN nuclear,
para estudiar la composicion genética de las diferentes poblaciones de S. lewini a
lo largo de su distribucion. Duncan et al. (2006) realizé un estudio global de la
especie usando muestras de 271 organismos de 20 areas de crianza, en el cual
encontré 24 haplotipos y tres linajes genéticos diferentes. Nance et al. (2011) hizo
un estudio muy similar enfocado al POT, donde encontré 7 haplotipos y una
disminucion en las poblaciones basados en el flujo genético histérico y actual.
Castillo et. al. (2012) encontraron 5 haplotipos dentro de la distribucién mexicana de

S. lewini, y una poblacion efectiva de 2 poblaciones.

Elizondo et. al. (2022) identificaron dos grupos genéticamente discretos, uno para
México y otro para Guatemala, Costa Rica y Panam4, identificando 16 haplotipos
utilizando ADNmt. Aun cuando estos trabajos son precedentes de gran importancia
para el estudio de la especie, proporcionan una gran cantidad de informacién de
alta calidad, hay ciertos factores que se deben de considerar y que aun falta

analizar, para determinar la estructura poblacional de esta especie en el POT, asi
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como la conectividad que existe entre las areas de crianza entre si, asi como entre

los sitios de agregacion de adultos y las areas de crianza cerca de la costa.

Aun cuando los andlisis con ADNmt (marcadores uniparentales) y microsatélites
(marcadores biparentales) siguen siendo vigentes y se siguen desarrollando nuevos
tipos de analisis y metodologias para utilizarlos, la baja en los costos de
secuenciacion, y el desarrollo de nuevas tecnologias, han abierto la puerta a
herramientas genéticas de bajo costo y mucho mas precisas para estudiar la

variabilidad genética.

La secuenciacion de nueva generacion o de alto rendimiento (NSG, por sus siglas
en ingles), utiliza procesos paralelos masivos para trabajar de manera mas rapida y
rentable que el método de tradicional de Sanger (Gibson y Muse, 2004). Con el NSG
es posible reducir los costos y el tiempo de secuenciacion del ADN y el ARN, y es
posible secuenciar muestras mas pequefias, de igual manera reduciendo el tiempo
y esfuerzo necesarios para prepararlas. La herramienta principal del NSG son los
SNPs (Single Nucleotide Polymorphism- Polimorfismo de Nucleétido Unico-
pronunciado “snips”), que son variaciones en la secuencia de ADN que afecta a una

sola base nitrogenada de una secuencia del genoma (Peterson, et al. 2012).

A manera de referencia, al utilizar la region control del ADNmt, solo se esta
utilizando un solo locus para encontrar diferencias entre los organismos estudiados,
y al utilizar microsatélites, el numero de loci estudiado corresponde al nUmero de
microsatélites utilizados, que para S. lewini comunmente suelen ser entre 15-17
microsatélites (15-17 locis). Mientras, el uso de SNPs, se pueden analizar varios
miles de loci a la vez, lo que puede ser de gran ayuda para identificar genes de
seleccidn y especiacion entre diferentes poblaciones, ya que el nivel de resolucién
es mucho mayor al aumentar el numero de locis analizados. De igual forma, la
precision, es decir la veracidad genética identificada, ya sea mediante diferencias o
similitudes en las secuencias, de los analisis con SNPs, dependiendo los diferentes

meétodos existentes, puede ser desde un 98% a un 100% (Peterson, et al. 2012).
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El método NSG escogido para este estudio, fue desarrollado por Diversity Arrays
Technology Ptl Ltd, el cual es una técnica de marcadores genéticos de alto
rendimiento que puede detectar variaciones alélicas para proporcionar una
cobertura completa del genoma sin ninguna informacién de secuencia de ADN para
el genotipado y otros andlisis genéticos (Jaccoud, et al. 2001; Kilian, et al. 2012).
Los pasos generales implican reducir la complejidad del ADN genomico con
enzimas de restriccion especificas, elegir diversos fragmentos para que sirvan como
representaciones de los genomas padres, amplificar a través de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), insertar fragmentos en un vector para colocarlos
como sondas dentro de un microarreglo, luego a través de métodos de hibridacion
con genomas de referencia y la lectura de la florescencia, se sometan a un sistema
de imagenes que identifica bases nucleotidicas particulares (Kilian et al. 2012). El
objetivo es identificar y cuantificar diversas formas de polimorfismo del ADN
gendmico de las especies muestreadas (Jaccoud, et al. 2001; Kilian, et al. 2012).
Esta técnica permite el analisis de miles de marcadores moleculares que permiten
una mayor resolucion para investigar la variacion y estructuracion genética de la

especie en cuestion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la estructura poblacional y diversidad genética de Sphyrna
lewini en el Pacifico Oriental Tropical, utllizando herramientas de
secuenciacion de nueva generacion mediante el uso de SNPs.

2. Establecer la conectividad genética que existe entre los sitios de agregacion
de S.lewini en islas oceénicas y montafias submarinas con las areas de
crianza en las costas del Pacifico Oriental Tropical mediante el uso de SPNs.

3. Estimar el tamafio poblacional efectivo para cada zona dentro del area de

estudio.
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HIPOTESIS

H: Existe conectividad genética entre zonas de agregacion de adultos y areas de
crianza del POT, asi como una diferenciacion en la firma genética de México y
Centroamérica, debido a las distancias geogréficas y preferencias filopatricas de las

hembras.

H> La poblacion de Sphyrna lewini en el POT presenta un bajo tamafio poblacional
efectivo debido a una disminucion en la diversidad genética de la especie,

ocasionada por la sobreexplotacion pesquera en la region.

MATERIALES Y METODOS

Area de Estudio

El Pacifico Oriental Tropical (POT) es una ecorregiéon marina que abarca desde la
peninsula de Baja California hasta el norte de Perd, incluyendo las islas
Revillagigedo, Clipperton, Isla del Coco, Isla Malpelo y las Islas Galapagos
(Spalding et al. 2007). En el POT se conocen dos estaciones predominantes: la seca
y la lluviosa, siendo la lluviosa mas larga, ya que inicia a mediados de mayo y finaliza
en noviembre con un maximo de precipitacion en septiembre y octubre (Lavin et al.
2006). El clima de la region esta influenciado por la Zona de Convergencia
Intertropical (ZCIT). El sistema de corrientes del POT esta influenciado
estacionalmente por la Contracorriente Ecuatorial, la Corriente Ecuatorial del Norte,
la Corriente Costera de Costa Rica y por cierta accion intermedia de la Corriente

Ecuatorial del Sur y la Corriente de California (Wyrtki, 1965).

La salinidad superficial de las aguas del POT es maxima entre marzo-abril, cuando
es superior a 34psu, minima entre octubre y noviembre cuando es inferior a 28psu,

valores que estan fuertemente influenciados por la precipitacion de la region
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(Guzman y Cortés, 1993). Las aguas del POT, se ven afectadas por la corriente
calida que fluye desde el Pacifico occidental conocida como “El Nifio”, debido al
debilitamiento de los vientos del sureste a finales de cada afio. Cada cierto tiempo,
este fendmeno de calentamiento de las aguas superficiales se hace mas
pronunciado, elevando la temperatura superficial del mar, resultando en un
desequilibrio de los ecosistemas marinos de toda la region (Grigg y Hey, 1992; Lavin
et al. 2006).

El POT se caracteriza por ser una de las zonas marinas tropicales mas productivas
del mundo, debido al constante aporte de nutrientes por las precipitaciones, asi
como una zona importante de surgencias (Lavin et al. 2006). Desde las costas de
Sinaloa en México hasta el norte de Perq, las costas estan bordeadas por amplios
ecosistemas de manglar, estuarios y lagunas costeras, que proporcionan refugio y

alimento a un gran numero de especies marinas y terrestres (Fiedler y Talley, 2006).
Los sitios de obtencion de muestras fueron los siguientes:
Areas de Crianza:

e San Bruno, BCS, México (BRUNO)

e Bahia de La Paz, BCS, México (LAPAZ)

e La Reforma, Sinaloa, México (REF)

e Boca de Camichin, Nayarit, México. (BOCA)
e Barra de Navidad, Jalisco (JALIS)

e Sipicate, Guatemala (SIPI)

e Guatemala (GUA)

e Coyote, Costa Rica (COYO)

e Ojochal, Costa Rica (0JO)

e Panama (PAN)
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Zonas de agregacion de adultos:

e La Animas, BCS, México (ANI)

e El Bajo Espiritu Santo, BCS, México (BAJO)

e Archipiélago de Revillagigedo, Colima, México (REVI)
e Isla del Coco, Costa Rica (COCO)
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Figura 1. Area de estudio y sitios de muestreo en el Pacifico Oriental Tropical.
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Obtencién de muestras

Se colectaron muestras de tejido de S. lewini en diferentes areas de crianza y zonas
de agregacion de adultos del POT. Los métodos mas comunes de colecta en zonas
costeras fueron utilizando organismos pertenecientes a las capturas pesqueras,
trabajando con pescadores locales de varias comunidades, asi como haciendo
muestreos especificamente dirigidos a la especie por personal capacitado, para

asegurar la supervivencia de los individuos posteriormente de ser capturados.

De cada individuo capturado en las zonas costeras, se tomé una biopsia mediante
un corte de entre 2-5cm de la segunda aleta dorsal, denominado “finclip”, el cual es
almacenado en alcohol etilico al 96% y refrigerado para mejorar la preservacion del
tejido. En caso de los organismos adultos, el muestreo solo se llevd a cabo en los
sitios de agregacion, donde se les toma biopsias utilizando varas hawaianas y/o
arpones con puntas modificadas para extraer una cantidad pequefia de tejido, sin
causar mayor dafio al animal. Lo anterior se hace mediante buceo SCUBA o buceo
libre (Figura 2). Los organismos adultos de mayor interés para este estudio son las
hembras, ya sea prefiadas o con sefiales de cépula, ya que son éstas las que hacen
movimientos a las zonas costeras. La biopsia tomada para los organismos adultos,

de igual manera fue preservada en alcohol al 96% vy refrigerada.

Ya que las muestras fueron obtenidas en colaboracion entre varias instituciones
(CICIMAR, Pelagios Kakunja, CREMA, BIOMOL, UDG) e investigadores de cuatro
paises diferentes (México, Guatemala, Costa Rica, Panama), se decidié homologar
el proceso de obtencion del ADN para tener todas las muestras bajo una misma
metodologia. Previo a la unificacion de las muestras, se realiz6 una submuestra de
cada una de ellas, para poder tener por duplicado y almacenado parte del tejido
original para futuros proyectos de investigacion. Las submuestras seleccionadas
para el analisis fueron colocadas en placas de PCR de 96 pocillos. Cada pocillo
contenia 20mg de muestra, totalmente sumergida en alcohol al 96%. Las placas
fueron enviadas al laboratorio Diversity Arrays Technology ™ (DArT) en Canberra,

Australia, para la extraccion del ADN y la secuenciacion.
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Figura 2. Fotografia tomada en 2019 durante una de las expediciones a Isla del Coco,
Costa Rica. En la fotografia se observa la punta de la vara hawaiana cerca de una hembra
de Sphyrna lewini. Las marcas blancas en las aletas, asi como en las branquias, son heridas
ocasionadas durante la cépula, lo cual identificada a este individuo como adulto y que se
apareo recientemente.

Extraccion, secuenciacion y obtencién de SNPs

Se utilizé el protocolo de extraccion de ADN para DArT (Jaccoud et al. 2001). Las
muestras de tejido se molieron en polvo fino con nitrégeno liquido, transfiriéndose a
un tubo Eppendorf conteniendo 1ml de buffer de extraccién de ADN (2% CTAB 0.35
M sorbitol, 0.1 M Tris HCL pH 8.0 y 5 mM EDTA pH 8.0) y se incubaron a 65°C
durante 1 hora. La suspension se extrajo con 1ml de mezcla de cloroformo:isoamilo
(24:1), mezclandose por 30 minutos, y centrifugado por 20 minutos a 10,000 rpm?

X g, RT. Después de la centrifugacion, la fase superior se transfirid a un nuevo tubo
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y el ADN se precipité agregando 1 volumen de isopropanol helado y se lavé con 2
ml de etanol al 70%. Después del secado, el pellet se disolvié en 1XTE (10 mM Tris
HCL pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0). Se reviso la calidad y cantidad de ADN en gel de
agarosa al 0.8%.

La empresa DArT en Australia, procesaron las muestras de ADN extraido utilizando
la técnica DArTseq™ para la construccion de bibliotecas de representacion
genomica, la secuenciacién y el genotipado. Se siguieron los protocolos de
reduccion de complejidad previamente desarrollados por Kilian et al., (2012). La
reduccién de la complejidad del genoma se logré con una digestion de doble
restriccion utilizando una combinacion de enzimas de restriccion sensibles a la
metilacion Pstl y Sphl. Las bibliotecas gendmicas se secuenciaron en una
plataforma lllumina HiSeq 2500 teniendo aproximadamente 1 millén de lecturas por
muestra. Para la evaluacion inicial de la calidad de las lecturas y la representacion
de las secuencias, las lecturas en bruto obtenidas se procesaron utilizando el
software CASAVA v.1.8.2. (lllumina, 2020). Luego, se utilizé DArTtoolbox para
realizar filtraciones, determinacion de variantes y generar genotipos finales (Kilian
et al., 2012)

El conjunto de datos inicial fue sometidos a un riguroso proceso de filtrado con el fin
de reducir la baja calidad y datos poco informativos (Larson et al. 2014). Los filtros
se realizaron en la plataforma R (version 4.1.3), usando el paquete dartR v. 1.9.6
(Gruber et al. 2021). Se eliminaron primeramente los SNPs duplicados, los SNPs
monomorficos y los SNPs altamente heterocigotos, ya que no proporcionan
informacién adecuada para el estudio. Se determind un porcentaje de datos
faltantes aceptable del 20% (Callrate 80) y una frecuencia del alelo menos comun
(minor allele frequency o MAF por sus siglas en ingles) de <0.02. La matriz de datos
resultante se guarddé en diferentes formatos como. structure, .phyllip, objeto
GENELIGHT y objeto GENID para su posterior analisis.
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SNPs no neutrales o bajo seleccién

Para reducir la probabilidad de cometer errores estadisticos de tipo | o tipo Il
(Lotterhos & Whitlock, 2014; Narum & Hess, 2011), y ademas que los analisis de
estructura requieren solamente marcadores neutrales, se emple6 un enfoque para
identificar SNP bajo la influencia de la seleccion natural o seleccion balanceadora 'y
eliminar aquellos loci que no se ajustaban a las expectativas del equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW). BayeScan v2.1 (Foll & Gaggiotti, 2008) implementa un algoritmo
bayesiano que compara las frecuencias de los alelos entre las poblaciones para
estimar de manera diferente la probabilidad de que cada locus esté expuesto a la
seleccion natural (Beaumont & Balding, 2004; Foll & Gaggiotti, 2008).

Se realizo un analisis un BayeScan utilizando 10,000 iteraciones de burn-in para
todas las corridas. Los loci atipicos de Fst se identificaron a partir de la salida de
BayeScan utilizando una tasa de falsos positivos de <0.05 y se utilizé la funcion de
R para graficar el resultado. Adicionalmente, todos los loci identificados como
outliers o loci bajo seleccion, se introdujeron a la herramienta BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool, por sus siglas en ingles), para identificar las regiones del
genoma a la que corresponden dichos loci. Se hicieron dos sets de datos: el primero
de SNPs neutrales y el segundo incluyendo SNPs tanto neutrales como bajo

seleccion.
Estructura poblacional y tamafio poblacional efectivo (Ne)

Se utilizé el set de SNPs neutrales en el software STRUCTURE v.2.3.4 (Pritchard
et al., 2000) a través de la plataforma CIPRES Science Gateway v. 3.3
(Cyberinfrastructure for Phylogenetic Research) para inferir la estructura genética
de la poblacién y patrones de mezcla entre poblaciones, permitiendo examinar la
existencia de grupos biologicos dentro de nuestra muestra. Se realizaron 20 corridas
independientes para K = 1-14 (14 sitios totales contemplados en este estudio)
utilizando 1.000.000 de pasos MCMC (Cadena Markov Montecarlo), un burn-in de
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100,000 iteraciones y considerando un modelo de mezcla y frecuencias

correlacionadas.

Se examinaron los valores de a y el perfil de probabilidades posteriores para
evaluar la convergencia entre corridas independientes. STRUCTURE Harvester
(Earl y VonHoldt, 2012) se utiliz6 para extraer los valores de Q de cada ejecucion
para cada valor K, y luego se resumio en el programa CLUMPP 1.1.2 (Jakobsson y
Rosenberg, 2007). EI método 'Evanno' (Evanno et al., 2005) y el método
Puechmaille (Puechmaille, 2016) se utilizaron para inferir el nUmero mas probable
de grupos bioldgicos, utilizando el software basado en la web StructureSelector (Li
y Liu, 2018).

Se exploraron mas a fondo los patrones de estructura genética, realizando un
analisis del componente principal (PCA) y un analisis discriminante del componente
principal (DAPC) utilizando el paguete de R ADEGENET (Jombart, 2008). Estos son
meétodos de reduccion de dimensionalidad utilizados para transformar y proyectar
puntos de datos en menos ejes ortogonales que pueden explicar la mayor cantidad
de varianza en los datos genéticos, al maximizar (DAPC) o no (PCA) las diferencias.
Se utilizo el programa NE Estimator v. 2.1, para calcular el tamafio poblacional
efectivo (Ne), usando el método de desequilibrio de ligamiento con un valor de p
critico de 0.05.

Posteriormente, se infirid un arbol de maxima verosimilitud (MV) en RAXML v8.2.X
232 (Stamatakis, 2014) utilizando el modelo evolutivo GTR + G para el set de datos
completos (SNPs bajo seleccion y neutrales). Para las busquedas completas del
arbol de MV, se utilizaron 1.000 réplicas de bootstrap en el algoritmo de RAXML
para tener en cuenta la incertidumbre en la estimacién de la topologia del arbol
(Stamatakis, 2014) en el CIPRES Science Gateway (Miller, Pfeiffer & Schwartz,

2010). El arbol resultante fue editado en el software Figtree v. 1.4.4.
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Parentesco

Para identificar la presencia de relaciones familiares a varios niveles dentro de la
muestra, se utilizo el paquete de R “Relate” v.1.0 (Pew, et al. 2015), utilizando la
funcion COANCENTRY vy lo estimadores de parentesco de Li et al. (1993), Lynch y
Ritland (1999), Queller y Goodnight (1989), Wang (2002) y Ritland (1996).
Primeramente, se realiz6 una comparacion entre los individuos del mismo sitio, y
posteriormente una comparacion entre sitios, para detectar si es posible identificar
el flujo genético de un sitio a otro, a partir de las relaciones familiares de los

individuos muestreados.

RESULTADOS

Se seleccionaron 282 muestras de 14 sitios diferentes del POT para su
secuenciacion. Se obtuvo un set inicial de 82,639 SNPs y metadatos asociados a
cada locus en una matriz de Excel entregada por DArT. Posterior al proceso de
filtrado realizado en R, se obtuvo un set de datos de 3987 SNPs totales
correspondientes a 239 individuos (Tabla 1). Durante el proceso de filtrado, se
determind el porcentaje de datos faltantes del 20% (callrate), ya que las muestras
de S. lewini, principalmente de los adultos, no son faciles de conseguir, por lo que
se decidio sacrificar el valor del callrate (80, en lugar de un valor mas elevado, ej.
95), en aras de conservar la mayor cantidad de individuos. Aun asi, el proceso de
filtrado elimind a 43 individuos que no cumplieron con los requerimientos y

parametros establecidos.
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Tabla 1. Numero de muestras por sitio. Los sitios se separaron por areas de crianza
(neonatos y juveniles) y zona de agregacion de adultos. Se muestra el numero inicial de
muestras individuales secuenciadas para cada uno de los 14 sitios considerados, y el
numero de muestras que se utilizaron para los andlisis, posterior al proceso de filtrado. La
eliminacioén de individuos se debe principalmente, a un gran nimero de datos faltantes en
las secuencias para dichos individuos.

Areas de crianza No. inicial No. final
San Bruno (México) 19 16
Bahia de La Paz (México) 23 18
La Reforma (México) 24 20
Boca de Camichin (México) 24 22
Jalisco (México) 24 23
Sipicate (Guatemala) 19 7

Guatemala 24 21
Coyote (Costa Rica) 24 24
Ojochal (Costa Rica) 24 18
Panama 22 22

Zonas de agregacién de adultos

Las Animas (México) 4 4
El Bajo Espiritu Santo (México) 24 21
Revillagigedo (México) 4 3
Isla del Coco (Costa Rica) 23 20
Total 282 239

Con el programa BayeScan se encontraron nueve SNPs bajo seleccion positiva
identificados por sus valores de Fsr, una probabilidad posterior de <0.95 y una tasa
de falsos positivos estrechada al maximo de 0.05 (Figura 3). Al tener SNPs bajo
seleccidon positiva, se identificd la secuencia correspondiente a cada uno de los
nueve SNPs en la matriz original de datos, y al utilizar la herramienta BLAST, no se
encontraron secuencias parecidas. Esto se debe a que aun no se encuentra
publicado el genoma completo de S. lewini, por lo que saber a qué gen
corresponden dichos SNPs, y que es lo que se ha estado seleccionando no es
posible por el momento. Los 9 SNPs bajo seleccion positiva, fueron eliminados de
un set de datos, para hacer los analisis de estructura, exclusivamente con SNPs

neutrales.
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Figura 3. SNPs bajo seleccién positiva identificados con el software BayeScan. Cada punto
representa cada uno de los 3987 SNPs, graficados de acuerdo con el valor de Fsr. La linea
divisoria en medio del grafico representa la tasa de falsos positivos de 0.05. Todos los SNPs
a la derecha de esa linea, se consideran bajo seleccién positiva.

Estructura poblacional

Utilizando el set de datos correspondiente a los SNPs neutrales, en los resultados
de DAPC (Figura 4. A), se observa una ligera estructura de algunos de los sitios,
concretamente de Sipicate (SIPI), Guatemala (GUA) y Revillagigedo (REVI). Para
este Ultimo, la estructura mostrada se debe a un bajo numero de muestra (3) que
esta estirando la varianza mostrandola como un componente diferente. Para el caso
de SIPI y GUA, ambos cuentan con un numero aceptable de individuos. Sin
embargo, es curioso que se muestre dicha estructura claramente diferenciada, ya
gue ambos sitios estan en Guatemala y geograficamente muy proximo uno del otro.
Es comun que, al maximizar las variancias entre los sitios, se maximice también la
separacion que existe entre ellos y se disminuya la variaciéon dentro de cada sitio,
siendo esta la base del DAPC (Jombart et al. 2010). A diferencia del DAPC, el PCA
(Figura 4. B) muestra un solo componente en donde convergen todos los sitios,

mostrando que no existe variacion entre los sitios.
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Los resultados de STRUCTURE, muestran un valor de K=3 utilizando el método de
Evanno (2005), indicando la presencia de tres clusters o stocks genéticos dentro de
la muestra. Lo interesante de ello, es que como se muestra en la Figura 5, los tres
clusters o stocks genéticos no diferencian entre sitios, sino que todos los sitios
tienen presencia de cada uno de ellos en diferentes proporciones. Los colores azul,
naranja y morado mostrados en las gréficas de barras de la Figura 5, indican el

porcentaje del stock genético que presenta cada individuo.

El stock azul, es el componente mas abundante para todos los individuos y para
todos los sitios, seguido por el stock naranja, que en mucho menor medida se
encuentra en la mayoria de los individuos y el stock morado, siendo el menos
representado, que se encuentra en todos los individuos. Este ultimo, inclusive en
algunos individuos, reemplaza al stock naranja, pero en mucha menor proporcion.
Adicionalmente, la grafica de Delta K, también construida a través del método de

Evanno, muestra claramente un valor de K=3 (Figura 6. A).

Sin embargo, utilizando como método adicional de comprobacion, el método de
Puechmaille (2016), en donde se establece que el calculo de Delta K por el método
de Evanno, no siempre es preciso cuando se consideran poblaciones o grupos con
numero de muestras desiguales o desproporcionadas, lo que arroja resultados de
K que no siempre son precisos. En el caso de este estudio, algunos de los sitios
considerados tuvieron una menor cantidad de muestras que el resto. Sin embargo,
no se removieron del estudio, ya que se considero fundamental preservar la mayor

cantidad de individuos posible.

De acuerdo con lo anterior, el método de Peuchmaille determin6 un dnico cluster
genético, y por lo tanto una Unica poblacion que contempla los 14 sitios
considerados, lo que concuerda con los resultados del PCA. Es importante
establecer, que esto también corresponde a lo establecido por STRUCTURE, ya
gue los stocks genéticos encontrados dentro de la muestra y representados en la
Figura 5, no diferencia entre sitios, sino que dichos stocks, estan presenten en la

gran mayoria de los individuos, por lo que su composicién genética es la misma.
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Figura 5. Graficas de barras obtenidos a través de Structure Harvester para 14 sitios de
Sphyrna lewini en el POT. Se realizaron para cada una de las 14 poblaciones posibles
(K=14), sin embargo, solo se muestran los gréficos de K= 1-5. De acuerdo con
STRUCTURE, el K=3 es el que mejor describe a los datos. En la figura, cada segmentacion
rectangular (1-14) representa cada sitio y el grosor de cada segmentacion, es proporcional
al numero de individuos, los que estan representados en las pequefas barras. Los colores
representan los diferentes stocks genéticos dentro de la muestra.
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Figura 6. A) Gréficos obtenidos a partir de Structure Harvester para la deteccion del
numero de clusters (K) de Sphyrna lewini en el POT, a través del valor de Delta K
calculado mediante el método de Evanno (2005), identificando un K=3. B) Deteccién del
numero de clusters utilizando el modelo correctivo de Puechmaille (2016), identificando un

solo cluster para todos los sitios considerados.
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Tamafio poblacion efectivo (Ne)

Para el tamafio poblacional efectivo, este Unicamente pudo ser calculado utilizando
el valor de p critico de 0.05, y aun asi, hubo algunos sitios con un nimero bajo de
N, a los cuales no fue posible realizar el célculo a través del programa NE Estimator.
Sin embargo, el calculo de Ne para alguno de los sitios nos proporciona una idea
general del estado de la poblacién (Tabla 2). La mayoria de los sitios tuvo un valor
de Ne muy bajo, siendo Guatemala el sitio con un tamafio poblacion efectivo menor

con 44.5 individuos.

Tabla 2. Tamafio poblacional efectivo (Ne) para Sphyrna lewini en el POT, utilizando el
método de desequilibrio de ligamiento con un valor de p critico de 0.05.

SITIO N NE (0.05)
Animas 4 -

Boca 22 140.4
Reforma 20 1675.8
El Bajo 21 1737.6
Revillagigedo 3 -
Bruno 16 -
Sipicate 7 -

La Paz 18 403.5
Jalisco 23 80.6
Guatemala 21 44.5
Coyote 24 194.9
Ojochal 18 146
Cocos 20 67.6
Panamad 22 1356.3
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Parentesco

Mediante el andlisis de parentesco, se pudo identificar relaciones familiares
basadas en los estimadores de parentesco establecidos por los autores del
programa Related (Pew. et al. 2014, Figura 7). Mediante esta estimacion, los valores
de parentesco se centran entre 0-1, teniendo una relacion familiar mas cercana
cuando los valores son cercanos a 1 y ninguna relacién familiar, cuando la
estimacioén del valor de parentesco es 0. En las comparaciones entre los individuos
de un mismo sitio, se encontrd una relacion de hermanos directos entre dos
individuos de Guatemala, por un lado, y dos individuos de Isla del Coco por otro lado
(Figura 8). Estos valores de parentesco fueron los mas alto para este tipo de
comparaciones (0.79 o mas), siendo similares mediante el uso de varios
estimadores (ej. Wang, Lynchli, Lynchrd, Ritland y Quellergt) lo que les da rigor a
dichos valores de parentesco. Adicionalmente a esos individuos identificados como
hermanos directos, se identificaron al menos 12 individuos adicionales como

posibles medios hermanos (Tabla 3.)

=

Relatedness value
|

I I I I
Relatedness
Figura 7. Diagrama de Caja representando los valores de parentesco (Relatedness) de

diferentes relaciones familiares tomado de Pew et al. (2014). Hermanos directos (Full),
Medios hermanos (Half), Padre-hijo (PO) y No relacionados (Unrelated).
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Figura 8. Diagrama de caja representando la estimacion de parentesco entre los individuos
de Sphyrna lewini de cada sitio del POT, obtenida mediante el programa Related, usando
varios estimadores (Wang, Lynchli, Lynchrd, Ritland y Quellergt). Cada caja representa la
comparacion de cada individuo contra el resto de los individuos del mismo sitio. Los valores
cercanos a cero indican que no existe relacion familiar alguna, y los outliers representados
por los puntos negros, representan una estimacion entre dos individuos que tienen una
relacion familiar proxima. AN (Animas), BA (Bajo), BO (Boca), BR (BRUNO), CO (Coco),
CY (Coyote), GU (Guatemala), JA (Jalisco), LP (La Paz), OJ (Ojochal), PA (Panama), RE
(Reforma), RV (Revillagigedo), Sl (Sipicate).

En cuanto a las relaciones familiares entre sitios, Unicamente fue posible detectar
una, entre un individuo de Isla del Coco y un individuo de Coyote (Tabla 4). A pesar
de ser la Unica relacion familiar identificada entre sitios de este estudio, es de suma
importancia ya que establece una clara conectividad entre una zona de agregacion
de adultos y un area de crianza. El individuo identificado como CR-417, es una
hembra juvenil de S. lewini capturada en el sitio de Coyote, en la costa de Costa
Rica en 2017, la cual tiene un valor de parentesco de 0.8791 (Wang) con un macho
capturado en 2008 en Isla del Coco. Dada la diferencia temporal entre las capturas
de ambos individuos, la relacion familiar mas probable es de padre-hija
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Tabla 3. Relaciones familiares més relevantes entre individuos de Sphyrna lewini del
mismo sitio, estimado con el programa Related. Cada fila representa una relacion familiar,
y esta designada por el sitio, seguido por el codigo de identificacion de cada individuo. (Ej.
Boca= Boca de Camichin- MEX-014 = ID individual). Se muestran los valores para todos
los estimadores considerados y el valor correspondiente. En negritas, se muestran las
relaciones familiares mas cercanos siendo estos hermanos directos.

Ind1ID Ind2 ID Sitio Estimador Valor
BOCA_MEX-014 BOCA_MEX-016 BOCA wang 0.4113
BRUNO_MEX-100 BRUNO_MEX-109 BRUNO wang 0.4404
LAPAZ_MEX-212 LAPAZ_MEX-222 LAPAZ wang 0.2849
LAPAZ_MEX-220 LAPAZ_MEX-224 LAPAZ wang 0.293
JALIS_MEX-274 JALIS_MEX-275 JALIS wang 0.4484
JALIS_MEX-282 JALIS_MEX-283 JALIS wang 0.6524
GUA_GUA-353 GUA_GUA-372 GUA wang 0.8904
GUA_GUA-361 GUA_GUA-362 GUA wang 0.2978
COYO_CR-403 COYO_CR-420 COYOTE wang 0.364
0JO_CR-578 0JO_CR-593 OJOCHAL wang 0.3915
0JO_CR-580 0JO_CR-593 OJOCHAL wang 0.2759
0JO_CR-582 0JO_CR-586 OJOCHAL wang 0.3674
COCO_CR-635 COCO_CR-636 coco wang 0.8396
COCO_CR-637 COCO_CR-645 Ccoco wang 0.2982
BOCA_MEX-014 BOCA_MEX-016 BOCA lynchli 0.4089
BRUNO_MEX-100 BRUNO_MEX-109 BRUNO lynchli 0.4389
LAPAZ_MEX-212 LAPAZ_MEX-222 LAPAZ lynchli 0.2847
LAPAZ_MEX-220 LAPAZ_MEX-224 LAPAZ lynchli 0.289
JALIS_MEX-274 JALIS_MEX-275 JALIS lynchli 0.4475
JALIS_MEX-282 JALIS_MEX-283 JALIS lynchli 0.6531
GUA_GUA-353 GUA_GUA-372 GUA lynchli 0.8886
GUA_GUA-361 GUA_GUA-362 GUA lynchli 0.2975
COYO_CR-403 COYO_CR-420 COYOTE lynchli 0.3618
0JO_CR-578 0JO_CR-593 OJOCHAL lynchli 0.3918
0JO_CR-580 0JO_CR-593 OJOCHAL lynchli 0.2804
0JO_CR-582 0JO_CR-586 OJOCHAL lynchli 0.3661
COCO_CR-635 COCO_CR-636 coco lynchli 0.8372
COCO_CR-637 COCO_CR-645 coco lynchli 0.2975
BOCA_MEX-014 BOCA_MEX-016 BOCA lynchrd 0.4016
BRUNO_MEX-100 BRUNO_MEX-109 BRUNO lynchrd 0.5626
BRUNO_MEX-101 BRUNO_MEX-103 BRUNO lynchrd 0.2882
JALIS_MEX-274 JALIS_MEX-275 JALIS lynchrd 0.4698
JALIS_MEX-282 JALIS_MEX-283 JALIS lynchrd 0.6615
GUA_GUA-353 GUA_GUA-372 GUA lynchrd 0.8557
GUA_GUA-361 GUA_GUA-362 GUA lynchrd 0.3571
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Continuacion Tabla 3.

COYO_CR-403
0JO_CR-578
0JO_CR-580
0JO_CR-582
0JO_CR-582
COCO_CR-635
COCO_CR-642
BOCA_MEX-014
BRUNO_MEX-100
BRUNO_MEX-101
JALIS_MEX-274
JALIS_MEX-282
GUA_GUA-353
GUA_GUA-361
COYO_CR-403
0JO_CR-578
0JO_CR-580
0JO_CR-582
0JO_CR-582
COCO_CR-635
COCO_CR-642
BOCA_MEX-014
BRUNO_MEX-100
LAPAZ_MEX-212
LAPAZ_MEX-220
JALIS_MEX-274
JALIS_MEX-282
GUA_GUA-353
GUA_GUA-361
COYO_CR-403
0JO_CR-578
0JO_CR-580
0JO_CR-582
COCO_CR-635
COCO_CR-637

COYO_CR-420
0JO_CR-593
0JO_CR-593
0JO_CR-583
0JO_CR-586
COCO_CR-636
COCO_CR-643
BOCA_MEX-016
BRUNO_MEX-109
BRUNO_MEX-103
JALIS_MEX-275
JALIS_MEX-283
GUA_GUA-372
GUA_GUA-362
COYO_CR-420
0JO_CR-593
0JO_CR-593
0JO_CR-583
0JO_CR-586
COCO_CR-636
COCO_CR-643
BOCA_MEX-016
BRUNO_MEX-109
LAPAZ_MEX-222
LAPAZ_MEX-224
JALIS_MEX-275
JALIS_MEX-283
GUA_GUA-372
GUA_GUA-362
COYO_CR-420
0JO_CR-593
0JO_CR-593
0JO_CR-586
COCO_CR-636
COCO_CR-645

COYOTE
OJOCHAL
OJOCHAL
OJOCHAL
OJOCHAL

Ccoco
coco
BOCA
BRUNO
BRUNO
JALIS
JALIS
GUA
GUA

COYOTE
OJOCHAL
OJOCHAL
OJOCHAL
OJOCHAL

Ccoco
coco
BOCA
BRUNO
LAPAZ
LAPAZ
JALIS
JALIS
GUA
GUA

COYOTE
OJOCHAL
OJOCHAL
OJOCHAL

coco
coco

lynchrd
lynchrd
lynchrd
lynchrd
lynchrd
lynchrd
lynchrd
ritland
ritland
ritland
ritland
ritland
ritland
ritland
ritland
ritland
ritland
ritland
ritland
ritland
ritland
quellergt
quellergt
quellergt
quellergt
quellergt
quellergt
quellergt
quellergt
quellergt
quellergt
quellergt
quellergt
quellergt
quellergt

0.4581
0.4088
0.3123
0.2926
0.3813
0.7958
0.282
0.4164
0.6747
0.3162
0.5135
0.6492
0.7993
0.3666
0.5486
0.408
0.3028
0.3727
0.4072
0.6958
0.3539
0.3884
0.4872
0.2536
0.2542
0.4349
0.6466
0.8903
0.3465
0.3827
0.3998
0.2744
0.3362
0.8439
0.2639
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Tabla 4. Relaciones familiares de Sphyrna lewini encontradas entre diferentes sitios del
POT. Se encontrd una sola relacion familiar, entre un individuo de Coyote y otro de Isla del
Coco. La relacién padre-hijo esta soportado por todos los estimadores considerados.

Ind.11D Ind.2 1D Sitios Estimador Valor
COYO_CR-417 COCO_CR-313 COYO-COCO wang 0.8781
COYO_CR-417 COCO_CR-313 COYO-COoCOo lynchli 0.8758
COYO_CR-417 COCO_CR-313 COYO-COoCO lynchrd 0.8455
COYO_CR-417 COCO_CR-313 COYO-COoCOo ritland 0.7964
COYO_CR-417 COCO_CR-313 COYO-COoCO quellergt 0.8696

Como ultimo resultado, el arbol de maxima verosimilitud (MV), creado con SNPs
neutrales y bajo seleccion usando la herramienta RAXML, nos indica la genealogia
de los individuos colectados, siendo esta una descripcion de como evolutivamente
esta funcionando la poblacidn. El centro del arbol genealdgico corresponde al origen
ancestral y lo méas alejado del centro corresponden a los organismos mas derivados.
Por lo tanto, el tiburon mas basal corresponde al individuo MEX-001 colectad en Las

Animas, Baja California Sur, México (Figura 9).

De igual manera, muestra que los tiburones derivados de la genealogia
corresponden también a México, pero al sitio de Boca de Camichin, Nayarit (Figura
9). Dentro de la genealogia, destacan aquellos individuos que poseen alguno de los
SNPs bajo seleccion, denotados con puntos rojos e identificados anteriormente por
lo que poseen un valor de soporte mayor del 90%, lo que hace que esos individuos
sean genéticamente diferentes al resto. Coincidentemente, muchos de los
individuos que poseen SNPs bajo seleccion, son aquellos identificados como padre-

hijo, hermanos directos y medios hermanos en los analisis de parentesco.
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Figura 9. Arbol genealdgico de maxima verosimilitud de 239 individuos de Sphyrna lewini
del POT creado con la herramienta RAXML, contemplando 3987 SNPs tanto neutrales como
bajo seleccion positiva. El centro del arbol representa el origen ancestral, y conforme los
individuos se alejan del centro son los mas derivados. En puntos rojos se identifican los
individuos que presentan SNPs bajo seleccion positiva, y en la base de las ramificaciones
se muestran los valores de soporte en color rojo superiores al 90%.
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DISCUSION

Los resultados de la estructura poblacional de Sphyrna lewini en el POT, claramente
indican panmixia, lo que quiere decir que el apareamiento en toda la region es
aleatorio y no hay sefiales de diferenciacion en la poblacion. A pesar de considerar
diversas areas de crianza y zonas de agregacion de adultos alejadas entre si, es
evidente que la firma genética nuclear es sumamente similar para todos los sitios y

gue existe un constante flujo genético entre toda el area de estudio.

A diferencia de la hip6tesis planteada, la cual establecia que, dentro de la region,
existiria una diferenciacion entre diferentes regiones del POT, no se detectaron
subpoblaciones o distincion entre los sitios de México y Centroamérica y la ligera
estructura mostrada en analisis como el DAPC, es simplemente artefactual e
influenciada por el propio método. Este resultado llama la atencion considerando la
variabilidad de condiciones oceanograficas y a la presencia de barreras
biogeograficas a lo largo de la costa, principalmente la barrera de Centroamérica
(Briggs, 1974) que separa las provincias Mexicana y de Panama. Asi como las

barreras pelagicas entre la costa y las islas oceanicas del POT (Hastings, 2000).

No obstante, a pesar de las barreras biogeograficas si existen ciertas similitudes del
habitat, donde existen manglares, lagunas costeras y marismas, lo que puede ser
una de las razones que permitan esta homogeneidad poblacional, conectividad y
movimiento entre diferentes zonas, tanto areas de crianza como en zona de
agregacion de adultos, lo que derive en la panmixia observada en la region (Duncan
et al. 2006). Otros autores ya han identificado este tipo de falta de estructura en
regiones contiguas, que va relacionada a los movimientos relativamente cortos a
través de margenes continentales o regiones cercanas, y que Unicamente han
mostrado diferencias genéticas y estructuracion a través de cuencas oceanicas,
siendo estas barreras cripticas y geograficas, una de las principales originadores de
estructura en la especie (Ovenden, et al. 2009; Daly-Engel, et al. 2012; Green et al.
2022, Elizondo et al. 2022).
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Originalmente se considero, que al estar las zonas de agregacion de adultos muy
alejadas entre si (Ej. El Bajo/Revillagigedo/Isla del Coco), estos adultos originarian
estructura en las areas de crianza cercanas, y que se podria observar con la
resolucion de los SNPs ya que como Ketchum et al. (2014), Nalesso et al. (2019),
Aldana-Moreno et al. (2019) y Huepel et al. (2020), encontraron mediante el uso de
telemetria acustica, los adultos de S.lewini permanecen gran parte del tiempo en
sus respectivas zonas de agregacion de adultos y no hacen migraciones muy

extensas.

Adicionalmente, al no haber registros de movimientos de S. lewini entre sitios como
Revillagigedo e Isla del Coco, la hipétesis de una diferenciacion entre regiones era
plausible. Sin embargo, puede que haya mas zonas de agregacion de adultos aun
desconocidas, que actuen como intermediarios entre México y Centroamérica, lo

gue ha originado la homogeneidad genética de la especie en la region.

A pesar de no haber registros de movimientos entre zonas de agregacion de
adultos entre México y Centroamérica, al haber registros de movimientos
interinsulares entre varias islas oceanicas como Isla de Coco (Costa Rica), Malpelo
(Colombia) y Galapagos (Ecuador)(Ketchum et al. 2014a). Por lo tanto es muy
probable que sitios fuera de nuestra area de estudio como las antes mencionadas
y Sus respectivas areas de crianza en las zonas costeras de Colombia y Ecuador,
al ser parte del mismo margen continental y region biogeografica, formen parte de
la misma poblacién identificada en este estudio para el POT (Hearn, et al. 2010;
Bessudo et al. 2011; Ketchum et al. 2014b; Nalesso et al. 2019). Adicionalmente, la
utilizacion de un mayor numero de marcadores moleculares arroja resultados
interesantes en comparacion a investigaciones previas, como por ejemplo Elizondo
et al. (2022), donde los autores determinaron dos grupos discretos entre México y
Centroamérica (utilizando marcadores uniparentales) justo como se establecié en
la hipotesis de este estudio. Esto refuerza la metodologia de utilizar diferentes
marcadores moleculares para entender de mejor manera la dinamica poblacional

de la especie en el POT.
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Adicionalmente se establecid la posibilidad de que en el POT existieran varian
subpoblaciones causadas por bajo flujo genético y deriva génica, lo que ocasionaria
divergencia poblacional (Nance et al. 2011), lo que es refutado en este estudio. A
pesar de no haber identificado ningun tipo de subpoblacion con SNPs en el area de
estudio, la posibilidad de deriva génica y otras fuerzas evolutivas como la seleccién
actuando sobre la poblacion, son una realidad como se discutira mas adelante.

En cuanto al tamafio poblacional efectivo (Ne), la estimacién realizada nos da una
idea general de como estén las poblaciones en los diferentes sitios. Con valores de
Ne que van desde los 1737 individuos para El Bajo y 44 para Guatemala, la variacion
entre sitios es muy grande. Es particularmente dificil utilizar los valores de Ne como
una estimacion poblacional real, ya que el célculo esta basado en poblaciones
idealizadas. Sin embargo, es una buena referencia para contrastar entre sitio en los
cuales se utiliz6 un namero similar de N y poder comparar este valor con otros
estudios y otros métodos de estimacion poblacional (Caballero, 1994). Nance et al.
(2011), estimaron Ne para La Paz utilizando microsatélites, obteniendo un valor de
435.51, siento este valor muy cercano a 403.5 estimados mediante la utilizacion de
SNPs en este estudio. Por otro lado, un estudio previo estimé el tamafio poblacional
utilizando el modelo de captura y recaptura de Jolly-Seber en La Reforma,
obteniendo un tamafio poblacional de 1922 individuos para el afio 2016,
nuevamente siendo este valor cercano a los 1675.8 estimados en este estudio
(Rodriguez Arana, 2018). La baja tasa mutacional en tiburones, junto con la baja
diversidad genética de S. lewini en la regién, son factores que influyen en la
determinacién de Ne. De igual manera, bajos valores de Ne, pueden ser indicadores
de diferenciacion poblacional, aunque esto no fue lo observado en este estudio
(Nance, et al. 2011, Castillo-Olguin, et al. 2012).

Para el analisis de parentesco, aunque se encontraron pocas relaciones familiares
dentro de los individuos del mismo sitio, estas resultaron algunas predecibles y otras
inesperadas sumamente interesantes. La identificacion de hermanos directos en
areas de crianza como la de Guatemala (Tabla 3. GUA-353 y GUA-372), realmente

no es muy sorprendente, ya que, en varios de los sitios considerados como areas
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de crianza en este estudio, el muestreo de los organismos neonatos se hizo en
fechas consecutivas, por lo que la probabilidad de encontrar hermanos directos
dentro del mismo sitio, durante las mismas fechas de captura eran generalmente

buenas.

De hecho, se esperaba encontrar mas relaciones de este nivel de parentesco en
otros sitios, donde se realizaron esfuerzos de muestreo aceptables y con buenas
capturas. Sin embargo, la relacion familiar mas abundante fue la de medios
hermanos, donde identificamos en Boca de Camichin, San Bruno, La Paz, Jalisco,
Coyote y Ojochal, lo cual es consistente con otros estudios que igualmente
muestran la relacién de medios hermanos como la mas abundante (Green, et al.
2022).

Al ser individuos de tallas semejantes, capturados durante la misma temporada en
areas de crianza especificas, muchos de los individuos identificados como medios
hermanos son parte de la misma cohorte, o que indica que son de padres
diferentes. En este contexto, es posible explicar estos resultados ya que podria
suceder de dos maneras: en primer lugar, que un macho se haya apareado con mas
de una hembra en la zona de agregacion de adultos, y que ambas hembras hayan
tenido a sus crias en la misma area de crianza, lo que seria ciertamente posible ya
gue las hembras presentan filopatria a las areas de crianza (Duncan, et al. 2006,
Nalesso et al. 2019; Elizondo et al. 2022).

La segunda opcion, y la mas probable, es que los medios hermanos se den
mediante paternidad multiple; significando, que una hembra se aparea con mas de
un macho y la camada contenga progenie de diferentes padres, los cuales nacen al
mismo tiempo en un area de crianza. La paternidad multiple por poliandria ha sido
registrada para S. lewini por Green et al. (2017), y es una estrategia que puede
proporcionar ciertas ventajas para la especie, como una mayor diversidad y
variabilidad genética, disminucion en la endogamia y un aumento en el tamafio
poblacional efectivo, al proveer una oportunidad de que un mayor numero de

machos se apare con un mayor nimero de hembras.
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Un resultado interesante de medios hermanos, se obtuvo en el sitio Ojochal, en
donde el individuo CR-593, resulto ser medio hermano del individuo CR-578 y
también de CR-580. Sin embargo, estos dos ultimos, no tiene relacién familiar entre
si. Esto puede ser un caso combinado de ambas de las situaciones antes
mencionadas, como lo es la paternidad multiple por poliandria, una hembra se
aparea con al menos dos machos y resultan dos individuos como medios hermanos,
y por otro lado, uno de esos machos se aparea con otra hembra diferente que tiene

a sus crias en la misma area de crianza.

A pesar de que estas inferencias pueden ser 0 no ciertas, existen relaciones
familiares que demuestran la conectividad entre areas de crianza y zonas de
agregacion de adultos, como es el caso de dos hermanos directos, CR-635 y CR-
636, a los que se le tom0 la biopsia durante la misma expedicion, en sitios diferentes
de Isla del Coco. Lo interesante de lo anterior, es que Isla del Coco es una de las
zonas de agregacion de adultos mas importantes del POT y uno de los pocos
lugares donde se ha observado el apareamiento de S. lewini (Salinas de Leon, et
al. 2017). Identificar la presencia de hermanos directos, es un indicativo de la
importancia del sitio, ya que ambos individuos nacieron al mismo tiempo en un area
de crianza no identificada, y posteriormente convergieron simultdneamente en la
misma zona de agregacion de adultos, algo que no habia sido registrado con
anterioridad. Esto reforzando la alta probabilidad de parentesco entre individuos

dentro del mismo sitio encontrada por Elizondo et al. (2022).

El descubrimiento mas relevante en cuanto al analisis parentesco entre sitios,
corresponde a los individuos CR-417 y CR-313 (Tabla 5). El codigo de identificacion
CR-313, corresponde a un individuo macho, al cual se le tomé una biopsia en Isla
del Coco en el afio 2008, y el individuo identificado como CR-417, es una hembra a
la cual se le tomo la biopsia en el area de crianza de Coyote en 2017. Dado el valor
del estimador de parentesco 0.8781 (Wang), la relacién familiar entre ambos
individuos puede ser hermanos directos o padre-hijo. Basados en el tiempo
transcurrido entre la toma de ambas muestras, la interpretacion mas adecuada es

gque se trate de padre-hija, y este sea la primera evidencia de conectividad para la
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especie en Centroamérica, entre una zona de agregacion de adultos (Isla del Coco)
y un area de crianza (Coyote). Lo anterior refuerza la alta probabilidad de
parentesco entre individuos dentro de la misma &rea de crianza encontrada por
Elizondo et al. (2022) Esta informacion, se suma a la relacion padre-hijo de varios
individuos de la especie identificada por Quintanilla et al. (2015), estableciendo una
conectividad entre areas de crianza en la costa del Pacifico Colombiano y el area

de agregacion de adultos de Malpelo, Colombia, también en el POT.

Por dultimo, el arbol de MV muestra resultados muy interesantes sobre los
organismos mas antiguos y los mas recientes en la genealogia de S. lewini de los
239 individuos muestreados. Es interesante que el individuo mas antiguo y los mas
recientes correspondan a México, aunque esto puede ser influencia de que el mayor
namero de individuos y sitios de la muestra corresponden a ese pais. Como
establece Duncan et al. (2006), la especie tiene sus origenes filogeograficos en el
Indo-Pacifico, por lo que el resto de las poblaciones de S. lewini a nivel mundial
tienen en esa zona su origen ancestral. Esto significa que el linaje genético de los
individuos mas antiguos dentro de la genealogia presentada, puede ser un
indicador de la ascendencia mas antiguas del POT. Dicha ascendencia puede estar
mas relacionada con otras poblaciones mas antiguas como la de Hawai en el
Pacifico Central e Indo Pacifico, siendo estas poblaciones la relacion filogenética
mas préxima a la poblacion del POT (Duncan et al. 2006; Daley-Engel et al. 2012;
Hadi, et al. 2020).

La diferenciacion en las poblaciones mundiales de S. lewini, estad ligada
principalmente a las barreras biogeograficas, como continentes y cuencas
oceanicas, como el levantamiento de Istmo de Panama hace tres millones de afios
y no ha permitido el contacto entre las poblaciones del POT con las de Atlantico,
haciéndolas genéticamente diferentes (Daley-Engel et al. 2012). Sin embargo, no
siempre es requerido este tipo de barreras biogeograficas tan evidentes para causar
diferenciacién genética dentro de una especie, ya que situaciones ambientales y
otras fuerzas evolutivas, puede generan grandes cambios en areas comunicadas y

cercanas. Por ejemplo, Quattro et al. (2005), al identificar una especie criptica de S.
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lewini, en las costas de las Carolinas en Estados Unidos, encontraron que se
diferencia genética y fenotipicamente de la poblacion del Atlantico Oeste. Esto es
relevante, ya que dentro de nuestra genealogia (Figura 9), encontramos individuos,
muchos de estos con relaciones familiares cercanas, con valores de soporte muy
alto que los hacen diferentes del resto de los individuos. Esto quiere decir, que existe
algo en el genoma de ciertos individuos, identificado mediante marcadores
moleculares que estdn siendo seleccionados positivamente, que estan
diferenciando a dichos individuos del resto de sus conespecificos de la muestra en
un 100% en muchos casos (Narum y Hess, 2011).

Hasta el momento no fue posible identificar a que genes corresponden dichos
fragmentos que han sido seleccionados naturalmente, para poder identificar la
naturaleza biologica de dicha seleccidn, ya que aun no esta publicado el genoma
de la especie en su totalidad. Sin embargo, algo ha estado siendo seleccionado en
ciertos individuos durante varias generaciones, que los ha estado haciendo
diferentes del resto, a ellos y a sus hermanos directos (Ej. CR-635 y CR-636),
medios hermanos (Ej. CR-593 y CR-578), o progenie directa (CR-313 y CR-417).
Probablemente el caso mas evidente de esta diferenciacion es el caso de los medios
hermanos MEX-014 y MEX-016, los cuales corresponden al sitio de Boca de
Camichin, Nayarit, México, que tienen un valor de soporte del 100% de diferencia
respecto a los demas, y estan situados en el extremo mas derivado del arbol
genealogico, lo que quiere decir que tienen la informacion genética mas reciente.
La interpretacion de dichos genes seleccionados requiere mucha cautela, ya que al
no saber a qué corresponde o que codifica dicha informacién, no podemos hacer
inferencias con precisién de lo que estd sucediendo en la naturaleza, como, por
ejemplo, alguna adaptacién a cambios ambientales o mayor tolerancia a alguna
caracteristica oceanografica. Sin embargo, es evidencia de que procesos
microevolutivos estan sucediendo en la poblacion de S. lewini en el POT
(Momigliano et al. 2017).
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CONCLUSIONES

Sphyrna lewini tiene una poblacion panmictica en el Pacifico Oriental Tropical, por
lo cual existe un constante flujo de genes en toda la region, y la hipétesis planteada
suponiendo una diferenciacion genética entre México y Centroamérica se rechaza.
La presencia de neonatos a lo largo de toda la costa del Pacifica de México,
Guatemala, Costa Rica y Panama, basadas en los muestreos realizados para este
estudio, es indicador de que la regién cuenta con caracteristicas geograficas y
oceanogréficas idoneas para albergar areas de crianza de la especie, que estan
comunicadas entre si, permitiendo el libre movimiento de los individuos, aunque con
poblaciones muy reducidas demostradas con un bajo tamafio poblacional efectivo
para toda la region. Existe una conectividad genética directa entre la zona de
agregacion de adultos de Isla del Coco y el sitio costero Coyote, Costa Rica, lo que
la hace un area de crianza prioritaria para la especie, siendo esta la primera
evidencia de conectividad utilizando SNPs como marcadores moleculares, entre
una zona de agregacion de adultos y un area de crianza para la especie en México
y Centroamérica. Existe la presencia de genes que estas siendo seleccionados
naturalmente, y estan ocasionando diferencias entre los individuos poseedores de
dichos genesy el resto, lo que indica procesos micro evolutivos de dichos individuos
dentro del POT. La identificacidbn de mas areas de crianza y de su conectividad con
otras zonas de agregacion de adultos es fundamental para la conservacion del
tibur6n martillo, con la cual se pueden establecer medidas de manejo mas

adecuadas a su ciclo de vida y al uso de habitats criticos.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES GENERALES

Es importante observar como diferentes marcadores moleculares pueden expresar
diferentes caracteristicas de la misma especie. Durante este trabajo, se identificaron
dos areas de crianza prioritarias para la S. lewini: la primera mediante el uso de
ADN mitcondrial, en La Reforma, México, y la segunda mediante la identificacién de
conectividad genética directa entre una zona de agregacion de adultos con un area
de crianza en Costa Rica. Esto enfatiza lo importante que es la utilizacion de todas
las herramientas posibles, ya que un solo método o herramienta, puede no ser

suficiente.

Mediante los resultados obtenidos en este estudio, podemos apoyar las
conclusiones de otros trabajos, particularmente en aquellos en donde se establece
gue Sphyrna lewini es una especie en la que su estructura poblacional, esta
influenciada principalmente por las hembras de la especie, ya que son filopatricas y
usan areas de crianza especificas como La Reforma y Coyote. Por otro lado, la
conectividad y flujo genético, estan siendo impulsados por los machos, que viajan
entre varias zonas de agregacion de adultos generando la panmixia observada en
la region (Duncan et al. 2006; Daley-Engel et al. 2012; Quintanilla et al. 2015; Green
et al. 2017; Green et al. 2019; Hadi, et al. 2020; Elizondo et al. 2022).

Se identificaron relaciones familiares entre individuos del mismo sitio asi como entre
sitios, y se identificaron procesos evolutivos que estan sucediendo actualmente en
ciertos individuos de la especie en el POT, lo cual solo refuerza todos los
argumentos proporcionados por muchos autores, en donde el POT es una zona
fundamental para esta especie en peligro critico de extincién, y que cada vez mas

estudios, demuestran la baja diversidad genética y el bajo tamafio poblacional
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efectivo (Beaumont et al. 2004; Quattro et al. 2005; Nance et al. 2011; Nalesso et
al. 2019).

El uso de marcadores moleculares ha sido constantemente probado, como una
herramienta sumamente poderosa al momento de estudiar el pasado y presente de
las poblaciones marinas (Dudgeon et al. 2012). Este trabajo, es evidencia de ello,
al poder identificar areas de crianza y conectividad entre zonas de agregacion de la
especie, que otras técnicas como la telemetria, no han sido suficiente para este
objetivo.

Para especies como Sphyrna lewini, es fundamental generar mas conocimiento a
nivel poblacional tanto en la regi6on, como a nivel oceanico, para poder tomar
medidas efectivas de manejo, que muchas veces no es posible tomar por falta de
informacion contundente o bajos nimeros de muestras que simplemente no aportan
datos suficientes. La amplia cobertura de marcadores moleculares como los SNPs,
y el sin fin de herramientas, programas y analisis posible hoy en dia, proporcionan
los medios adecuados para finalmente crear un panorama de la especie, que nos

permita tomar las decisiones correctas para su conservacion.

RECOMENDACIONE E IMPLICACIONES PARA LA CONSERVACION

La vulnerabilidad de Sphyrna lewini no es debatible, por lo que se requieren medidas
inmediatas para su manejo y conservacion en el POT. El escenario ideal para la
especie seria obtener un nivel de proteccion absoluta, como el que tienen otras
especies como el tiburdn blanco, el tiburdn ballena y las especies de mébulas en
aguas mexicanas, en el cual la especie esté protegida contra todo tipo de
explotacion extractiva. Siendo una especie de importancia comercial, cuyas
capturas se dan en conjunto con muchas otras especies de elasmobranquios,

algunas medidas mas factibles serian la prohibicion a la pesca en ciertas areas,
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como las areas de crianza, tallas minimas de captura, siendo esta 1.5m, para poder
permitir a los organismos neonatos y juveniles desplazarse y darles la posibilidad
de llegar a la edad reproductiva, asi como cuotas maximas por numero de
individuos, ya que en la actualidad, se pueden extraer del tamafio que sea y la
cantidad de individuos es ilimitada. Para muchas especies marinas, la creacion de
areas marinas protegidas ha sido un paso fundamental para su conservacion, y a
largo plazo lo puede ser también para Sphyrna lewini. Sin embargo, al ser una
especie panmictica en la regién, que se mueve dentro y fuera de estas areas, los
esfuerzos de conservacion tienen que estar dirigidos a limitar, restringir o prohibir la

extraccion pesquera.

La identificacion de areas de crianza como La Reforma y Coyote, son excelentes
ejemplos de areas que deberian estar protegidas, por su importancia para el ciclo
de vida de S. lewini, asi como de muchas otras especies. La creacion y proteccion
de refugios pesqueros y rutas migratorias son una estrategia de manejo
fundamental tanto para proteger el recurso, como aprovecharlo de manera

sustentable.
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