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Resumen de la tesis que presenta Daniela Guadalupe Félix Lopez como requisito parcial para la
obtencién del grado de Maestro en Ciencias en Ecologia Marina

Evaluacion del nivel y distribucion de la diversidad genética de Sphyrna zygaena en el Pacifico
norte mexicano

Resumen aprobado por:

Dr. Axayacatl Rocha Olivares Dra. Nancy Claudia Saavedra Sotelo
Co-director de tesis Co-directora de tesis

La diversidad genética de una poblacién es la base evolutiva para su permanencia frente a cambios
ambientales, por lo que evaluar y entender este atributo nos puede dar informacién indirecta acerca de
los patrones demograficos de la poblacién y los procesos microevolutivos que controlan dicha variacion
genética. Sphyrna zygaena es una especie de tiburdn martillo altamente migratoria incluida en el Apéndice
Il de la CITES y catalogada como Vulnerable por la IUCN. Ademas, analisis de riesgo ecoldgico la han
categorizado como una especie vulnerable en el Golfo de California (GC) y Pacifico mexicano, debido a su
abundante captura durante las Ultimas décadas y a sus caracteristicas bioldgicas (estrategia de vida tipo
K). El objetivo del presente trabajo fue evaluar la estructura y los patrones de diversidad genética de S.
zygaena en el Pacifico norte mexicano (PNM). Para ello se analizaron 1,480 SNPs en 92 individuos de 4
regiones del PNM, de los cuales 1,456 fueron puramente neutrales (SNP-n) y 24 bajo posible seleccion
(SNP-0). Los niveles de diversidad genética no mostraron un patrén espacial y fueron similares entre las
cuatro regiones del PNM (Ho= 0.275). El tamafo efectivo poblacional (Ne) se estimé de Ne=1,391, cuyo
valor se encuentra por encima del éptimo tedrico considerado para que la poblacidn se mantenga ante
cambios en el tiempo. Los andlisis de estructura genética con SNP-n determinaron que no existe estructura
genética poblacional (Fs7=0.0012, p=0.44), dicha panmixia es asociada a la alta capacidad de dispersion de
S. zygaena. Por otro lado, los SNP-o mostraron un patrén de diferenciacion genética entre organismos del
GC con respecto a los de la costa oeste de la Peninsula de Baja California, la cual podria ser promovida por
presion selectiva diferencial entre estas dos regiones. Sin embargo, no se relaciond la funcién de los loci
outliers con variables ambientales entre regiones. Por lo tanto, es importante explorar la ontologia de los
genes que estan asociados a estas presiones selectivas.

Palabras clave: SNPs; panmixia; tamarfio efectivo poblacional; tiburon martillo; cornuda prieta
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Abstract of the thesis presented by Daniela Guadalupe Félix Lopez as a partial requirement to
obtain the Master of Science degree in Marine Ecology.

Assessment level and distribution of the genetic diversity of Sphyrna zygaena from the
northern Mexican Pacific

Abstract approved by:

PhD Axayacatl Rocha Olivares. PhD. Nancy Claudia Saavedra Sotelo
Thesis co-director Thesis co-director

Genetic diversity is the evolutionary basis for the permanence of populations, allowing them to cope
environmental changes. Hence, evaluating and understanding this attribute can give us indirect
information about the demographic patterns of micro-evolutive processes that control it. Sphyrna zygaena
is a highly migratory species of hammerhead shark, which was included in Appendix Il of CITES and listed
as Vulnerable by the IUCN. It has been categorized as vulnerable by ecological risk assessments in the Gulf
of California (GC) and Mexican Pacific, due to the abundance of catches during the last decade and its
biological characteristics (K-selected life history). The objective of this study was to assess the patterns of
genetic diversity and structure of S. zygaena in the Northern Mexican Pacific (NMP). | analyzed 1,480 SNPs
in 92 individuals from 4 regions in the NMP, of which 1,456 were neutral loci (SNP-n) and 24 putatively
under selection (SNP-0). Genetic diversity was geographically homogeneous and similar among regions of
the NMP (Ho =0.275). The estimated effective population size (Ne) was Ne=1,391; this value is theoretically
optimal for population permanence through time. There was no pattern of genetic structure using SNP-n
(Fst=0.0012, p = 0.44); such panmixia may be associated to the high dispersal capacity of S. zygaena. A
pattern of adaptive variation was reveled using SNP-o, where individuals from the GC were different from
those of the west coast of the Baja California Peninsula. Such differentiation could be promoted by
differential selective pressures between these two regions. However, | did no correlate the function of
outlier loci with differences in environmental variables between regions. Therefore, it is important to
explore the ontology of the genes that are associated with these selective pressures.

Keywords: SNPs; panmixia; effective population size; smooth hammerhead shark
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Capitulo 1. Introduccidn

A diferencia de los teledsteos, la estrategia de vida de los elasmobranquios (lento crecimiento, baja
fecundidad y longevidad) los hace mas vulnerables a la pesca intensa y prolongada, asi como a
perturbaciones del habitat (Stevens, 1999; Castillo-Géniz y Tovar-Avila, 2016); esto ha provocado que en
la lista roja de la Unidn Internacional para la Conservacién de la Naturaleza (IUCN) 107 especies de rayas
y 74 especies de tiburones hayan sido catalogadas como amenazadas (Dulvy et al., 2014). Para reforzar las
medidas de conservacidon de estos organismos, se han incluido a varias especies de tiburones en los
Apéndices de la CITES que permite la regulacidn de su comercializacidn a nivel internacional (Castillo-Géniz
y Tovar-Avila, 2016). Sin embargo, aun falta informacién indispensable que permita seguir evaluando la
vulnerabilidad de estos organismos; por lo que conocer los patrones de diversidad y estructura genética

permite redirigir estrategias de manejo adecuadas para evitar el colapso de las poblaciones.

Uno de los objetivos de los estudios en genética poblacional y biologia de la conservacién es evaluar los
patrones de diversidad genética de las poblaciones que nos permitan entender los procesos que los
controlan para su permanencia frente a cambios ambientales (Frankham et al., 2002); cuyos niveles de
diversidad son influenciados por parametros demograficos como la migracion (a través del flujo génico),
el tamafio efectivo poblacional (Ne), y la estructura genética (Chapman et al., 2015; Domingues et al.,

2018; Frankham et al., 2002; Karl, 2008).

En especies de importancia pesquera, uno de los principales atributos poblacionales considerados es el
Ne, no solo por su importancia para evaluar el nivel de diversidad genética, sino también por su papel
como proxy de la abundancia en términos de conservacion (Ovenden et al., 2016), y por ser una primera
aproximacion para la evaluacidn de tamafios de stocks pesqueros cuando la evaluacién de éstos suele ser
dificil (Ovenden et al., 2016); éste se define como el nimero de individuos reproductores de una poblacidn
ideal, cuya pérdida de diversidad genética debida al efecto de la deriva génica es equivalente a la de una
poblacion real (Avise, 1994). Esto significa que el Ne estd intimamente ligado a la pérdida de diversidad
genética en una poblacion finita. La teoria genética predice que el efecto de dicha pérdida de diversidad
por deriva génica serd mucho mayor en poblaciones con Ne pequefos y despreciable en poblaciones
grandes (Frankham et al., 2002). Ademas de evaluar el Ne de las poblaciones explotadas, es importante
identificar y/o evaluar patrones de estructura genética que nos permita adecuar estrategias de

conservacién y manejo (Eguiarte et al., 2007).
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La evaluacidon de los patrones de estructura genética en poblaciones marinas involucra conocer los
posibles mecanismos que promueven el aislamiento poblacional. Por un lado, las barreras geograficas
suelen ser el principal mecanismo de aislamiento poblacional, sin embargo, en especies con un alto
potencial de dispersidn, como son los tiburones, los mecanismos de aislamiento suelen ser también
conductuales (Chapman et al., 2015; Domingues et al., 2018). Por lo tanto, los patrones de estructura

genética en tiburones suelen ser complejos.

Una de las caracteristicas conductuales en tiburones es la migracion; ésta se asocia principalmente a su
comportamiento reproductivo y/o de alimentacion. La permanencia de los individuos en diferentes
regiones suele tener diferentes fines y una duracidn variable. Dichos patrones se han catalogado como:
residencia temporal, fidelidad al sitio y filopatria. Estos movimientos pueden generar estructura genética
en la medida que propicien un aislamiento reproductivo, ya sea por el retorno o por la permanencia de los
organismos a sitios mutuamente excluyentes (Chapman et al., 2015). Por lo tanto, identificar los patrones
de migracién y mecanismos que promueven el aislamiento poblacional en tiburones nos permitird

identificar aquellos segmentos poblacionales que son mads vulnerables a una extraccion pesquera.

Sphyrna zygaena, también conocida como cornuda prieta, es una especie de tiburdn martillo cosmopolita
semi-ocednico, aunque comunmente se reportan individuos en aguas oceanicas abiertas, su habitat
principal es cerca de la placa continental, es miembro de la familia Sphyrnidae y presenta una amplia
distribucion latitudinal (60°N - 55°S) (Casper et al.,, 2005). Ademas, es una especie de importancia
comercial, capturada de forma incidental y dirigida en una gran variedad de artes tanto de pesca riberefia
como mediana altura (Casper et al., 2005; Castillo-Géniz y Tovar-Avila, 2016). Estudios sobre analisis de
riesgo ecologico en la region del Golfo de California (GC) y Pacifico mexicano (PM), la han identificado
como vulnerable debido a la baja abundancia que ha presentado en las capturas durante las Ultimas cinco
décadas (Bizzarro et al., 2007, 2009; Furlong-Estrada et al., 2014; Tovar-Avila et al., 2016; Saldafia-Ruiz
et al., 2017). Sin embargo, aun falta informacion bdsica que permita seguir evaluando el estado de las
poblaciones y por lo tanto entender mejor su vulnerabilidad a la pesca. Por lo que, conocer la distribucion
geografica de la diversidad y estructura genética permitird mejorar las estrategias de manejo para evitar
su sobreexplotacidn. Actualmente, existen herramientas moleculares de secuenciacién masiva que

permiten evaluar dichos patrones genéticos.



1.1. Marcadores moleculares de secuenciacion masiva

Las herramientas moleculares permiten estimar los niveles de diversidad genética en las poblaciones, asi
como el intercambio genético entre ellas, por lo que son Utiles para delimitar subpoblaciones con fines de
manejo y conservacion (Palsbgll et al., 2007). Si bien los microsatélites y secuencias de ADN mitocondrial
(ADNmt) representaron los marcadores moleculares de mayor aplicacidon durante las tres ultimas décadas,
en los ultimos afios los SNPs han pasado a ser el marcador mas utilizado para evaluar los patrones de
diversidad y estructura genética en poblaciones utilizando cientos o miles de loci por cada individuo, lo
que ha permitido tener un mejor panorama de los patrones genético-poblacionales (Seddon et al., 2005;

Larson et al., 2014; Portnoy et al., 2015; Momigliano et al., 2017; Pecoraro et al., 2018).

Los SNPs (Polimorfismos de nucledtido simple, por sus siglas en inglés) son un tipo de marcador molecular
bialélico que consiste en sustituciones de un solo nucledtido (A, T, C o G) a lo largo del genoma. A cada
sitio variable se le considera un locus de SNP (Hallerman, 2004). Gracias a las nuevas tecnologias de
Secuenciacién de Siguiente Generacidén (NGS, por sus siglas en inglés) es posible obtener millones de
lecturas (reads; copias de fragmentos del genoma) distribuidas a lo largo del genoma a costos accesibles
(Hert et al., 2008). Esta mayor cobertura hace posible identificar y evaluar cientos y hasta miles de SNPs,
realizando un muestreo al azar del genoma, mediante los cuales se pueden inferir, entre otra cosas,
fluctuaciones demograficas poblacionales a nivel molecular de una manera mas robusta (Mardis, 2008;

Seddon et al., 2005)

Su creciente popularidad en estudios de ecologia, evolucion y conservacién se debe precisamente a que
se puede acceder a informacion distribuida a lo largo del genoma (Morin et al., 2004; Seddon et al., 2005).
El ndmero de estudios que analizan SNPs en poblaciones silvestres contintuia creciendo; no obstante, aln
son limitados en especies marinas y lo son mas en especies de elasmobranquios (Portnoy et al., 2015;

Momigliano et al., 2017; Pazmifio et al., 2018).

1.2 Loci sujetos a seleccion

Dado el amplio muestreo gendmico de los SNPs obtenidos mediante NGS, pues estos son localizados en
diferentes regiones a lo largo del genoma, es posible identificar loci cuyo nivel de diferenciacion

interpoblacional es considerablemente mayor al del resto de /oci. Dicha diferenciacién atipica y por encima



4
de la mayoria (llamados outliers en inglés o atipicos en espaiiol) se considera como una indicacién de la de

seleccidn natural, mientras que se asume que el resto de /oci evolucionan neutralmente (Figura 1) (Narum

y Hess, 2011).

Diferenciacion entre poblaciones (Fisr)

k Diversidad genética (He) Yy,

Figura 1. Genes bajo posible seleccidn. Los circulos grises representan SNPs neutrales mientras que los rojos
SNP sujetos a seleccidn (outliers). La linea roja representa el 95% de confianza. Imagen: J.A. Aguirre-Liguori.

Los SNPs outliers (SNP-0), a diferencia de los SNP neutrales (SNP-n), nos permiten hacer inferencias sobre
los mecanismos que propician la seleccidon natural que pueden influenciar en los patrones de estructura
genética en las poblaciones, por lo tanto, podemos hacer inferencias sobre aquellos genes que afectan la
adecuacion (fitness). La prueba se basa en la deteccidn de areas que son mas divergentes de lo esperado
solo por la deriva genética, es decir, tienen frecuencias alélicas atipicas que exceden las esperadas de los
loci neutrales y se ha utilizado con éxito para identificar loci candidatos asociados con la divergencia
ecolégica (Nosil et al., 2009; Shafer y Wolf, 2013). En consecuencia, los SNP-o0 se observan comiUnmente
en genes funcionales que los convierten en marcadores ideales para estudiar la variacién molecular

adaptativa (Narum y Hess, 2011).



1.3. Diversidad y estructura genética en tiburones

A pesar del aumento en el uso de tecnologias de secuenciacién para estudios de genética, solo ~10% de
especies de rayas y tiburones han sido investigados en términos de su estructura genética poblacional,
diversidad genética y demografia histérica (Domingues et al., 2018). El uso de la genética en los planes de
manejo en especies amenazadas sigue siendo un desafio cientifico y la ausencia de estas evaluaciones en
especies de tiburones complica la transicidon entre un estado de sobreexplotacién actual y el manejo

sustentable que nos permita una conservacion a corto y largo plazo (Laikre, 2010; Domingues et al., 2018).

Uno de los grupos de tiburones mas estudiados en términos de genética poblacional son los
Carcharhiniformes, que representan una gran porcién de las especies de elasmobranquios explotadas a
nivel mundial (Compagno, 1984), lo que motiva el interés en conocer sus historias demograficas actuales
y ancestrales. El tiburdn gris, Carcharhinus amblyrhynchos, es un tiburdn que se distribuye en el Indo-
Pacifico en donde presenta una leve diferenciacién genética. Dicha diferenciacién esta producida por la
filopatria reproductiva de las hembras, mientras que los machos mantienen una alta conectividad
(Momigliano et al.,, 2017). Esto se infiri6 mediante el andlisis de 5,517 SNPs, de los cuales 28 se
identificaron como outliers y posiblemente sujetos a seleccidn, estos ultimos presentaron diferencias
entre Indonesia y Australia. Dada la ausencia de una correlacién entre las distancias genéticas de todos los
loci, se sugiere una adaptacion local e incluso la posible existencia de incompatibilidades genéticas entre

individuos de las regiones mencionadas.

Por otro lado, Carcharhinus galapagensis presenta un patrén de estructura genética entre el este y oeste
del océano Pacifico, detectado con tres tipos de marcadores moleculares (SNPs neutrales, SNPs outliers y
ADNmt). Ademds, manifiesta una diferencia considerable en el Ne de ambas poblaciones, con un tamafio
moderado en el Este del Pacifico (Ne=738) y grande en el centro-oeste del Pacifico (Ne=3421). Estos
resultados se obtuvieron del andlisis de 7,274 SNPs, de los cuales 31 cumplieron con el criterio de outlier,
revelando una estructura intra-regional e indicando una variacion adaptativa regional (Pazmifio etal.,

2018).

En el caso de los Sphyrnidos, un analisis de SNPs en Sphyrna tiburo reveld diferencias significativas entre
las poblaciones del Golfo de México y de la costa del Atlantico de Estados Unidos, indicando un flujo génico
limitado. Ademas, se evalud el patron de estructura genética utilizando ADNmt el cual evidencid una
filopatria femenina (Portnoy et al., 2015). A partir de 5,917 SNPs, se identificaron 30 outliers en donde los

alelos exhibieron firmas de seleccidn asociadas a la latitud. Por otro lado, resultados de marcaje muestran
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que las hembras utilizan las zonas estuarinas con fines reproductivos y por la posible presencia de
Callinectes sapidus (cangrejo azul) presa estacionalmente predecible y energéticamente valioso (Driggers
etal.,, 2014), y dicha filopatria desigual entre sexos, junto con la seleccién, pueden resultar en la

segregacion de los alelos nucleares adaptativos en el espacio geografico (Portnoy et al., 2015).

Por otro lado, la afinidad a sitios particulares para realizar procesos reproductivos puede dar origen a un
aislamiento y por ende a una estructura genética en organismos méviles (Chapman et al., 2015; Frisk et
al., 2014). Este comportamiento de filopatria diferencial ente sexos ha sido reportado en otros
Carcharhiniformes. En el caso de Negaprion brevirostris en Bimini, Bahamas, un estudio de marcaje y
seguimiento realizado durante 20 afnos mostraron que ciertas hembras retornaron a alumbrar al sitio
donde nacieron, y a su vez, el andlisis de parentesco realizado con microsatélites demostré que existe
evidencia de tener compafieros de camada (hermanos) en el mismo sitio, lo que refuerza la evidencia de
gue Bimini es su sitio natal, proporcionando la primera evidencia de filopatria natal en condrictios
(Feldheim et al., 2014). Por otro lado, Sphyrna tiburo en el Golfo de México (GM) mostré patrones
geograficos diferentes en marcadores de distinta herencia; por un lado el ADNmt (de herencia materna)
mostré diferencias entre localidades de las costas de Florida en el GM, mientras que los SNP neutrales (de
herencia biparental) mostraron una homogeneidad entre éstas, lo cual es consistente con la filopatria
femenina y la dispersidn sesgada por machos (Escatel-Luna et al., 2015; Portnoy et al., 2015). Las causas
detras de dicha afinidad y la funcidn de los sitios de agregacion pueden diferir de acuerdo con la edad y
sexo de los organismos, por ejemplo: sitios con fines de parto y gestacién (en el caso de las hembras), sitios
reproductivos (agregacion de individuos adultos para copular), asi como sitios de alimentacion y refugio

(usados principalmente por juveniles) (Chapman et al., 2015).

1.4. Aspectos bioldgicos y reproductivos de Sphyrna zygaena

Sphyrna zygaena es una especie de tiburdn martillo cosmopolita altamente migratoria con un rango de
distribucidn latitudinal amplio (60°N - 55°S) que habita en aguas templadas y rara vez se observan en aguas
tropicales (Casper et al., 2005; Castro, 2011; Santos y Coelho, 2019), lo que le confiere una distribucién
mas amplia comparada con la de otros miembros de la familia Sphyrnidae. Es una especie vivipara
placentaria con un probable ciclo reproductivo bienal, en donde las hembras alcanzan la talla de madurez
a los 180.2 cm de longitud total (LT) y los machos a 161.7 cm de LT (Castro, 2011; Nava y Marquez-Farias,
2014), las hembras llegan a parir entre 20 y 50 crias por camada (Compagno, 1984; Castro, 2011).
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Se ha reportado la presencia de poliandria como sistema de apareamiento, dando como resultado
paternidad multiple en las camadas (Sdnchez-Bibriesca et al., en prensa). Ademas, existe un sesgo en el
porcentaje de paternidad de las camadas, lo que evidencia posibles procesos post-copulatorios, como
seleccidn criptica femenina y/o competencia espermatica, que ocasionan el sesgo en la paternidad
(Sanchez-Bibriesca et al., en prensa). Estos comportamientos reproductivos pueden tener un efecto
determinante en la diversidad genética de la poblacidn, si bien la paternidad multiple (PM) aumentaria la
diversidad de alelos en las camadas, un sesgo en la paternidad de la camada afecta la magnitud del Ne,
pues existe una variacion en el éxito reproductivo por cria de un macho, ademas de la variacién de la
poblacién existente en el éxito de apareamiento masculino. La variacién total en el éxito reproductivo
masculino (suponiendo que la PM no cambie la variacion del éxito de apareamiento) es, por lo tanto,

necesariamente mayor con la PM y disminuiria el Ne (Karl, 2008).

1.5. Patrones de diversidad y estructura genética en Sphyrna zygaena

Los esfuerzos por determinar los patrones de estructura y diversidad genética de la cornuda prieta han ido
en aumento (Hernandez, 2013; Kuguru, 2017; Bolafio-Martinez et al., 2019; Félix-Lépez et al., 2019). En el
Pacifico sur, la especie muestra diferencias genéticas significativas mitocondriales (en la regién control -
RC-) entre las costas de Sudamérica (Chile y Ecuador) y las de Australia/Nueva Zelanda. Esto puede deberse
a la distancia entre estas dos regiones (7000 km a lo largo del océano Pacifico) que limita la dispersién de

los organismos (Hernandez, 2013).

En Sudafrica, S. zygaena mostré estructura genética en loci microsatelitales (marcador biparental) entre
individuos de aguas templadas (costa sur) vs. aguas subtropicales (costa este) (Kuguru, 2017). Dicha
diferenciacidn se atribuye a una dispersion limitada debida a barreras oceanogréficas entre regiones
biogeograficas, en donde se ha encontrado discontinuidad genética en otros organismos, como en el

caracol Kelletia kelletii (White et al., 2010; Kuguru, 2017).

En el PNM, la especie exhibio diferencias genéticas en la Region Control (RC) del ADNmt entre juveniles de
distintas areas de crianza (Félix-Lopez et al., 2019). Dado que las hembras son quienes eligen el sitio de
alumbramiento, se hipotetizé que dichas diferencias podrian estar dadas por un comportamiento
filopatrico materno. Sin embargo, este patron debe ser confirmado utilizando marcadores moleculares

biparentales.



1.6. La Peninsula de Baja California como barrera geografica

La Peninsula de Baja California se encuentra en el noroeste de México y separa el GC del PM. La geologia
y el clima de la regidn han afectado la biota regional debido a que la peninsula funge como una barrera
fisica para el flujo génico de especies marinas, dicho aislamiento geografico ha provocado la diferenciacién
de poblaciones y, en algunos casos, dado origen a procesos de especiaciéon (Bernardi et al., 2003; Jacobs

et al., 2004; Sandoval-Castillo et al., 2004; Lindell et al., 2006).

En mamiferos marinos como el lobo marino de California (Zalophus californianus) se encontré una division
filogenética significativa entre la poblacidon del GCy de la costa del Pacifico de Norte América, sugiriendo
un aislamiento reproductivo entre estas dos regiones durante un tiempo suficiente para que ocurriera una

divergencia conductual y ecolégica (Maldonado et al., 1995).

En peces 6seos, un estudio con 12 especies muestra una division filogeografica entre poblaciones del
Pacifico y GC resultado de posibles eventos de vicarianza ancestrales y dispersion reciente o en curso con
altos niveles de flujo génico (Bernardi etal.,, 2003). Ademads, ambas regiones difieren en factores
ambientales importantes, como rangos de temperatura, mareas, y salinidad, que tienen influencia directa

sobre la autoecologia de las especies (Bernardi et al., 2003).

En el caso de los elasmobranquios, se ha hipotetizado que las diferencias ambientales entre el Pacifico de
Baja California y el GC han influenciado la diferenciacién genética en especies como Mustelus henlei
(Chabot et al., 2015; Sandoval-Castillo y Beheregaray, 2015), Zapteryx exasperata (Castillo-Pdez et al.,
2014), Rhinoptera steindachneri (Sandoval-Castillo y Rocha-Olivares, 2011) y Pseudobatos productus
(Sandoval-Castillo et al., 2004). Estos patrones nos indican que tanto procesos geoldgicos como variacion
ambiental en esta regién nos permiten explicar los patrones genético-poblacionales de las especies que la

habitan.

La disimilitud de habitats puede conducir a la especiacién ecoldgica, ésta comienza cuando la seleccién
divergente actua sobre fenotipos que confieren una ventaja de aptitud en un ambiente, pero no en otro,
lo que induce a un cambio en las frecuencias alélicas de los loci seleccionados en la poblacidon respectiva y

por lo tanto a la adaptacidn local, la cual reducira el flujo general de genes entre las poblaciones (Shafery
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Wolf, 2013). Se espera entonces, que la distancia ecoldgica, reduzca el flujo de genes que homogenizan a

la poblacidn, presentando entonces, un aislamiento por ambiente.

1.7. Preguntas de investigacion

¢Cudl es el nivel de diversidad genética en S. zygaena y cudl es la distribucion geografica de la variacion

genética en el Pacifico norte mexicano (PNM)?

¢Cual es el patron de estructura genética de S. zygaena en el PNM?

éExisten diferencias genéticas entre el GCy la costa oeste de la Peninsula de Baja California (OPBC) debido

a una posible seleccién adaptativa?

¢Cudl es el tamano efectivo de la poblacidn de S. zygaena en el PNM?
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1.8. Hipétesis

1. Se encontrara una baja diversidad genética en la regidn resultado de un posible sesgo reproductivo de
machos, donde el Ne se verd reducido por el sistema de apareamiento polidndrico reportado

previamente, dicho patrdn sera detectado con SNPs neutrales.

2. No habra diferencias genéticas en el PNM en SNP neutrales, debido al alto potencial migratorio de

Sphyrna zygaena y a la posible ausencia de filopatria paterna.

3. Sera posible detectar loci outliers entre organismos de la OPBC y del GC, dada por la adaptacidn local a

los ambientes disimiles de ambas regiones, dicho patrdn serd detectado en SNP outliers.

1.9. Objetivo general

Evaluar la estructura y distribucion de la diversidad genética de Sphyrna zygaena en el PNM.

1.9.1. Objetivos particulares

1. Evaluar la diversidad genética de S. zygaena.

2. Estimar el grado de estructura genética poblacional entre localidades.

3. Determinar los niveles de flujo génico entre poblaciones.

4. ldentificar loci que puedan estar bajo seleccion entre la regién del GC y la costa del Pacifico de la

Peninsula de Baja California.

5. Calcular el tamafio efectivo poblacional.
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Capitulo 2. Material y métodos

2.1. Colecta de muestras y extraccion de ADN

Se utilizaron muestras recolectadas en 4 regiones del PNM. Costa oeste de la Peninsula de Baja California
(OPBC), centro del Golfo de California (CGC), boca del Golfo de California (BGC) e Isla Socorro (IS) (Figura
2; Anexo A). Los tejidos fueron preservados en solucion salina saturada con DMSO al 20% y/o en etanol

absoluto.

La extraccién de ADN gendmico se realizé con ayuda de un kit comercial G-Spin Total DNA extraccion
(Intron Biotechnology) siguiendo las recomendaciones del fabricante y mediante el protocolo de digestién

con proteinasa Ky precipitacion con cloruro de litio (Aljanabi y Martinez, 1997).
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Figura 2. Mapa de las regiones muestreadas en el presente estudio. Donde los puntos anaranjados corresponden a
la costa oeste de la Peninsula de Baja California (OPBC), los azules a la regidn central del Golfo de California (CGC),
los magentas a la boca del Golfo de California (BGC) y el verde a Isla Socorro (IS).
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2.2. Genotipificacion y filtrado de SNPs

Para la genotipificacién de los individuos, se utilizé el método double-digest RAD (ddRAD) siguiendo la
propuesta de Peterson et al. (2012). Para lo cual se elaboraron bibliotecas individuales y se utilizé una
celda de flujo con adaptadores Nextera afadidos a cada biblioteca, las cuales fueron secuenciadas en un
solo sentido (single-end). Este proceso fue llevado a cabo en un secuenciador HiSeq 4000 DNA Sequencer
de la plataforma Illumina con una longitud de lecturas de 150 pares de bases (pb) (SNPsaurus, Eugene,

Oregon).

Se utilizo el pipeline dDocent disefiado para gendmica poblacional en organismos no-modelo (Puritz et al.,
2014), el cual realiza un ensamble de novo de contigs, es decir, un ensamble sin genoma de referencia para

después mapear y genotipificar SNPs. Dicho pipeline utiliza 3 pardmetros principales:

e K1 =Numero de veces que una secuencia debe ocurrir en un individuo para que sea incluida en la

referencia.

e K2 =Numero de individuos en el que una secuencia debe ocurrir para ser incluida en la referencia

e ¢ =El porcentaje de similitud para que dos secuencias sean consideradas del mismo locus.

Ademas, se utilizd el bash RefOpt.sh para escoger los valores éptimos para K1y K2. En un primer paso de
control de calidad de los SNPs, se eliminaron todos los contigs con menos de cinco lecturas por individuo
y los loci que hayan sido genotipificados en <75% de los individuos. Un subsecuente filtrado, cumplié con
los siguientes criterios: presencia en el 97.5% de los individuos del set de datos, el alelo de menor
frecuencia (MAF) debe ser >5% en todo el conjunto de datos y estar en el equilibrio de Hardy-Weinberg
(H-W) (Portnoy et al., 2015). Como resultado se obtiene un archivo final que contiene el filtrado de datos

tipo Genepop para los analisis posteriores.

2.3. Determinacion de SNPs Outliers (SNPs-o0)

Para identificar los loci que posiblemente estan sujetos a seleccidn, se evalud la existencia de SNPs-o entre

las 4 regiones geograficas del PNM utilizando histogramas y graficos de dispersion de la diferenciacién
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entre individuos (Indice de fijacién -Fs-) en funcién de la diversidad genética (Heterocigocidad esperada -
He-), utilizando dos métodos. El primer método se basa en el modelo multinomial-Dirichlet con escenarios
basados en el modelo de islas y diferencias entre frecuencias alélicas (Fsr), implementado en el programa
Bayescan, el cual considera escenarios ecoldgicos realistas, en donde el Ne y la tasa de inmigracion difiere
entre subpoblaciones (Foll, 2012). Para ello, se utilizaron 20 corridas piloto con 5,000 iteraciones, un
descarte inicial (burn-in) de 50,000 pasos y un tamafio de muestra de 5,000, asi como un factor de
adelgazamiento (thinning factor) de 10. En el segundo método se utilizé el modelo jerdrquico de islas y
simulaciones de coalescencia para obtener los valores p de los estadisticos F para cada locus especificos
condicionados a los niveles observados de heterocigosidad, implementado en el programa Arlequin v.3.5.0
(Excoffier y Lischer, 2010). Para la visualizacion de los resultados se utilizo el script para R parseArlequin.r

proporcionado por el programa (R Development Core Team, 2011).

Con el fin de responder diferentes preguntas que involucran diversos procesos evolutivos distintos, los loci
fueron divididos en tres sets de datos, uno que incluye a todos los loci para el calculo de heterocigosidad,
uno con solo los SNPs neutrales (SNP-n) para estructura genética y otro con solamente los SNP outliers

(SNP-0) para variacion adaptativa.

2.4. Analisis de Diversidad genética

Para estimar la diversidad genética, se calcularon los indices de heterocigosidad esperada (Hg) y
heterocigosidad observada (Ho), utilizando 100 pseudo-réplicas del set de datos creadas por bootstrapping
no paramétrico dentro de cada una de las cuatro regiones (Momigliano et al., 2017), a través de la

paqueteria hierfstat de R (Keenan et al., 2013; R Development Core Team, 2011).

2.5. Analisis de Estructura genética y flujo génico

Con el fin de determinar la estructura genética, se calculd el indice de fijacién Fsr que estima la reduccidn
de la heterocigosidad debido a deriva genética aleatoria entre subpoblaciones (Wright, 1951; Hallerman,

2004) por separado para los SNP-n y los SNP-o dirigidos a responder diferentes preguntas de investigacion.
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Para evaluar graficamente la diferenciacidn entre regiones, se realizé un Analisis Discriminante de
Componentes Principales (ADCP) el cual evalua la distribucién de la variacién genética de los individuos
maximizando las diferencias entre grupos y minimizdndolas dentro de los mismos mediante el paquete

Adegenet y graficado con la paqueteria factoextra en R (R Development Core Team, 2011).

La estructura genética poblacional también fue evaluada utilizando un método de agrupacion bayesiano
cuyo algoritmo esta disefiado para correr analisis en set de datos gendmicos grandes , utilizando el
programa FastSTRUCTURE (Raj et al., 2014). Para determinar el valor éptimo de K, se corrié el programa
con valores de K en un intervalo de 1-5 con una distribucién logistica a priori, la cual resulta efectiva para
detectar estructuras débiles entre poblaciones. Se determiné el intervalo de valores de K usando la funcién

chooseK.py y para graficar los resultados se utilizé la funcidn distruct.py.

2.6. Tamafio efectivo poblacional (Ne)

El cdlculo del Ne fue estimado mediante el método de desequilibrio de ligamiento (LD), y el coeficiente de
correlacién de Pearson al cuadrado entre pares de loci, a través del programa NeEstimator v.2.1 (Do et al.,
2014). Se removieron alelos con una frecuencia alélica minima inferior a 0.02 y 0.05, reportada como p
critica (Pcrit) dando como resultado el nimero de individuos. Ademas, se reportaron los intervalos de
confianza estimados mediante el método JackKnife, el cual reduce el sesgo potencial asociado a los

intervalos de confianza (Waples y Do, 2010).
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Capitulo 3. Resultados

3.1. Secuenciaciéon ddRADseq

De un total de 115 individuos, 14 fueron descartados del filtrado de datos debido a que presentaron menos
de un millén de lecturas. Durante la ejecuciéon del pipeline dDocent, se utilizaron los valores de 5 para el
pardmetro K1, 6 para K2y 0.8 para c, esto dio como resultado el ensamble de 219,750 secuencias (después
de eliminar los barcodes) en 111,043 contigs. De 101 individuos, 96 pasaron por los filtros, obteniendo

para éstos un total de 1480 SNPs (Tabla 1).

Tabla 1. Resumen de los principales filtros de control de calidad aplicados al conjunto de lecturas para la obtencion
de SNPs. MAF: alelo de menor frecuencia, AB: balance de alelos.

Filtros aplicados Loci retenidos
1. > 25% genotipos faltantes, Qual < 20 546,626
3. MAF 70,405
4.AB<0.20y>0.80 9,480
5. Exceso de profundidad de lectura 8,913
6. Haplotipificacion 1,480

3.2. SNPs posiblemente bajo seleccion

El modelo multinomial-Dirichlet (Bayescan) identificd dos SNPs-outlier (Figura 3), mientras que el modelo
jerarquico de islas y coalescencia (Arlequin) identificé 23 (Figura 4). Entre ambos enfoques solo un locus
(no. 869) coincidié en ambos analisis y corresponde al locus dDocent_Contig_17536 (Anexo C). Se realizé
un blast de las secuencias en donde se ubicaron los 24 Joci; 12 de ellos no se alinearon con ninguna de las
secuencias almacenadas en el repositorio de GenBank; mientras que 12 se alinearon con secuencias de
regiones anotadas como elementos regulatorios (ejemplo: genes Hox, proteinas zinc-finger), proteinas de
respuesta inmune (ejemplo: MIP-3), entre otros, de tiburones o peces éseos (Anexo C). A pesar de la
discrepancia en los resultados, se agruparon de manera independiente los 24 loci outlier producidos por

ambos métodos, considerando al resto como puramente neutrales.
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Figura 3. SNP-outlier identificados por el modelo multinomial-Dirichlet (Bayescan) en Sphyrna zygaena del

Pacifico norte mexicano. Los puntos rojos y numeros 869 y 765 representan los dos SNP-o del total de la
base de datos.
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Figura 4. SNP-outlier identificados por el modelo jerarquico de islas y coalescencia (Arlequin) en Sphyrna zygaena
del Pacifico norte mexicano. Los puntos rojos corresponden a SNP-o, mientras que los puntos azules y negros a
SNP-n.



17

3.3. Diversidad genética

Los valores de diversidad genética fueron similares en todas las regiones, con un promedio de Ho= 0.275
+ 0.176, siendo IS la localidad con mayor heterocigosidad esperada (Ho=0.312) y OPBC la de menor
diversidad genética (Ho=0.241) (Tabla 2).

Tabla 2. Diversidad genética con SNP-n para cada una de las localidades, donde He corresponde a la heterocigosidad
esperada, Ho la heterocigosidad observada, y * sd es la desviacién estandar.

Region N Hetsd Ho £ sd
Global 92 0.275+0.176 0.251+0.164
OPBC 29 0.282+0.176 0.241+0.161
cle 22 0.292 +0.178 0.284 +0.185
BGC 30 0.280+0.179 0.256 +0.174
IS 11 0.321+0.176 0.316 +0.197

3.4. Estructura genética

Una vez identificados los SNP-o, se dividieron las muestras en dos sets de datos para evaluar la estructura
genética poblacional. Por un lado, se seleccionaron los SNP-n para evaluar la variacidn genética
relacionada con procesos evolutivos neutrales, y por otro lado los SNP-o para evaluar la variacion genética
posiblemente debida a procesos de seleccion (Tabla 3). Dado que los tamafios de muestra para sexo y
estadios ontogénicos eran pequefios, estas pruebas no pudieron ser llevadas a cabo, pero si fueron

incluidos en la muestra total.

Tabla 3. Tamafios de muestra para cada region de muestreo y cada tipo de SNP. SNP-n: loci neutrales y SNP-o: loci
outliers.

Tipo de loci Region N
OPBC 29
CGC 22

SNP-n
BGC 30
IS 11
OPBC 29

SNP-o

GC 52
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3.4.1. Andlisis de estructura con SNPs neutrales

Los 1,456 SNP-n analizados no revelaron estructura genética en Sphyrna zygaena entre las diferentes
regiones del presente estudio (Fsr = 0.0012, p=0.44). Si bien el andlisis de agrupacién bayesiana indica la
posible existencia de mdas de un componente genético en las muestras, las cuatro regiones estan
dominadas por un solo componente genético (Anexo D). A pesar de esta homogeneidad genética entre las
muestras, se calcularon los Fsr pareados para explorar su magnitud relativa. Si bien ninguno de ellos fue
significativo (p>0.05), corroborando el resultado general, las comparaciones entre las muestras OPBC vs

ISy BGC vs IS destacaron por lo mayores indices de fijacion (Figura 5; Anexo E).

OPBC A
0.003

CGC A
0.002

BGC
- 0.001
-0.000

OPBC CGC BGC IS

Figura 5. Matriz de Fsr pareados con 1456 SNP-n entre las diferentes regiones geograficas.
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3.4.1. ADCP para las cuatro regiones en el Pacifico norte mexicano

Utilizando 1,456 SNP-n, el ADCP muestra que no existe una agrupacion geografica de los genotipos
provenientes de las diferentes regiones de estudio. Sin embargo, podemos observar que los simbolos de

la regién de la OPBC (anaranjado en Figura 6) son mas dispersos (diversos) que el resto de las regiones.

20- @

Dim 2 (1.873%)

_40 -

-20 0 20
Dim 1 (1.902%)

Figura 6. Andlisis discriminante de componentes principales con 1456 SNP-n para las cuatro regiones del
Pacifico norte mexicano.
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3.4.2. Diferenciacion genética en SNPs outliers

Existe diferenciaciéon genética entre las muestras de tiburones de la OPBC y del GC en los 24 SNP-o
(Fs7=0.115, p<0.001). Se utilizé6 un ADCP para observar la dispersion de datos en un grafico, el cual mostré
una segregacién de los organismos a lo largo de la primera dimensién que explica el 15% de la varianza.
Ademas, los organismos de la OPBC se encuentran considerablemente mas dispersos que los del GC (Figura
7). Para demostrar que no existe estructura entre otras regiones, se realizé un andlisis de Fsr pareado entre

las regiones; sin embargo, este solo resulté significativo para OPBC vs SON (Anexo F).
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Figura 7. Andlisis discriminante de componentes principales con 24 SNP-o donde: OPBC corresponde a la costa del
Pacifico de la Peninsula de Baja California (anaranjados) y GC al Golfo de California (azules).
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El andlisis de agrupacién bayesiana mostré que dos componentes genéticos maximizan la probabilidad
marginal, por lo que los graficos se corrieron utilizando un valor de K=2. Los resultados revelaron que en
la mayoria (66.6%) de los tiburones de la OPBC existe una mezcla de su ancestria en ambos componentes
(azul y rojo), mientras que en la mayoria (77.7%) de los organismos del GC domina uno de los componentes
(Figura 8a). Ademas, el agrupamiento bayesiano muestra que los organismos provienen de dos clisters

genéticos que se traslapan (Figura 8b).

OPBC GC

C1 C2

Figura 8. Andlisis de agrupamiento bayesiano, cada color representa un componente genético. A) Por region
donde PBC: costa oeste de la Peninsula de Baja California y GC: Golfo de California y b) por poblaciones
asignadas.
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3.5. Estimacion del Ne

Dado que no existe estructura gendmica (en la mayor parte de los loci analizados -SNP-n-) en las muestras
analizadas del PNM, lo que sugiere que es una poblacién panmictica, se estimo el Ne para toda la region
como una sola poblacidn, obteniéndose un valor de Ne=1,205.5 (Pcrit=0.02, IC 428.1 -») y Ne=1,390.5
(Pcrit=0.05, IC 428.6 - ).
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Capitulo 4. Discusion

El andlisis de 1480 SNPs reveld niveles de diversidad genética similares a lo reportado para otros
organismos marinos, una estimacion del tamano efectivo poblacional grande y la evidencia de panmixia
en esta region. En este trabajo se analizaron por primera vez marcadores SNPs del genoma de la cornuda
prieta (Sphyrna zygaena) y se muestran los primeros datos a nivel gendmico sobre el estatus genético de
la especie en el PNM. El patron genético-poblacional muestra una variacion genética adaptativa asociada

a dos regiones: OPBCy GC.

4.1. Diversidad gendmica y tamaio efectivo poblacional de Sphyrna zygaena

Los valores de heterocigosidad reportados en el presente trabajo (Ho= 0.275) son similares para otras
especies de Carcharhiniformes, Carcharhinus amblyrhyncos (H0o=0.278; Momigliano et al., 2017a), C.
galapagensis (Ho=0.188 — 0.193; Pazmifio et al., 2018). Ademas, nuestro valor se encuentra dentro del
intervalo de valores de heterocigosidad en SNPs reportada para otras especies de organismos marinos
(Limborg et al., 2012; Reitzel et al., 2013; Therkildsen et al., 2013; Milano et al., 2014; Pecoraro et al.,
2018)

El sistema de apareamiento tienen una gran influencia en los niveles de diversidad genética de las
poblaciones, aunque comunmente se considera que la paternidad multiple aumenta la diversidad
genética, esto no ocurre siempre, ya que el sesgo en la paternidad reduce la frecuencia de los alelos de los
padres con bajo porcentaje de fecundacién en una camada (Karl, 2008). En el caso de Sphyrna zygaena, se
ha reportado la presencia de paternidad multiple en el GC; no obstante, también se encontrd un sesgo
reproductivo (macho dominante por camada) (Sanchez-Bibriesca et al., en prensa). Es probable que este
sistema de apareamiento promueva bajos niveles de diversidad genética en S. zygaena, lo que coincidiria
con lo encontrado en el presente trabajo. En Sudafrica, Sphyrna zygaena mostré un déficit de heterocigosis
en loci microsatelitales atribuido a una sub-estructuracion de la poblacién (efecto Wahlund) (Kuguru,
2017). Este patron de exceso de homocigotos, traducido a bajos valores de diversidad, ha sido visto en
especies con sistema de apareamiento poliandrico, tales como Carcharhinus galapagensis (Daly-Engel
et al., 2006), Carcharodon carcharias (Mendivil Castro, 2018), Mustelus henlei (Chabot y Haggin, 2014;

Chabot et al., 2015), y Zapteryx exasperata (Castillo-Paez, 2017).
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La prevalencia de la poliandria puede cambiar el tamaiio efectivo y la diversidad genética de una poblacién,
con importantes consecuencias demograficas. En condiciones naturales, la multiple paternidad (con sesgo
reproductivo) disminuird el Ne debido al aumento en la variacién general en el éxito reproductivo
masculino (Karl, 2008; Sandoval-Castillo, 2019). Los valores de Ne reportados en el presente trabajo son
la primera estimacién para Sphyrna zygaena en el PNM. Comparando los resultados de este estudio
(Ne=1,390.5) con otras especies de Carcharhiniformes, se observan valores similares utilizando SNPs. En
el caso del tiburén de las Galdpagos, Carcharhinus galapagensis, presentd valores moderados en el Este
del Pacifico (Ne=758, N=) y grandes al Oeste del Pacifico (Ne=3,421, N=; Pazmifio et al., 2018), mientras

que en Islas Galapagos el Ne fue bajo (Ne=171 — 205; Pazmifio et al., 2017).

En el caso de Sphyrna lewini, en el Pacifico oriental se estimé el Ne contempordneo para seis localidades
con una variacidn entre 226.67 a 604.09 individuos, sustancialmente mas pequefio que el Ne ancestral (Ne
= 34,994.52 — 43,551.19), lo que indica que la historia demografica para la especie estd marcada por
descensos estadisticamente significativos en el Ne (Nance et al., 2011). Para S. zygaena, en Sudafrica se
reportd un valor elevado de Ne (Ne=6,783.3) con propiedades de una poblacion grande a pesar del déficit
de heterocigosis, por lo que consideran existe una cantidad suficiente de variacién contempordnea para

resistir los efectos de la deriva génica.

A pesar de las similitudes en las historias de vida entre S. lewini y S. zygaena, las diferencias de Ne pueden
deberse tanto a las sutiles diferencias en su biologia como a las mayores capturas reportadas en S. lewini
durante décadas (Saldafia-Ruiz et al., 2017). Debido a que en S. lewini se han reportado altas tasas de
explotacién a nivel global, fue incluida en el Apendice Il de la CITES en 2014; sin embargo, S. mokarran y
S. zygaena son consideradas como especies semejantes, es decir, la similitud morfoldgica; aunque su
afectacion por el comercio no es en la misma magnitud que S. lewini, su inclusién en el Apendice Il fue
para permitir un eficaz control del comercio de éstas, asi como de una medida preventiva para asegurar
la supervivencia de estos Sphyrnidos (Castillo-Géniz et al., 2016). Sin embargo, algunos autores consideran
que un Ne=500 individuos es éptimo para que la poblacién persista a los cambios en el tiempo (Frankham
et al., 2002), por lo tanto el valor de Ne encontrado para S. zygaena del PNM se encuentra teéricamente

por encima de dicho éptimo.
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4.2 Panmixia en el norte de Pacifico mexicano

De acuerdo con la variacidon genética neutral encontrada en los SNP-n, S. zygaena no presenta una
diferenciacidn genética en las regiones estudiadas del PNM, por lo que los organismos analizados forman
parte de la misma unidad genética. Esto puede deberse principalmente al alto potencial de migracién de
la especie, por lo que las barreras geograficas no limitan su dispersién en dicha regién. Ademas, dado que

la escala geogréfica del estudio fue reducida, es probable que el patrén de estructura genética sea local.

De acuerdo a lo anterior, en el Pacifico sur S. zygaena una presenté diferenciacién genética entre la costa
Americana al este (Chile y Ecuador) y las costas de Oceania al oeste (Australia y Nueva Zelanda), separadas
por mas de 14 mil Km (®=0.73, p<0.001; Hernandez, 2013). Latitudinalmente, en el Pacifico oriental la
especie mostrd una magnitud comparable de diferenciacion entre el hemisferio norte (Pacifico Mexicano)
y muestras mas surefias (costas de Ecuador y Chile) separadas por mas de 4,500 Km (®=0.705, p<0.003;
Bolafio-Martinez et al., 2019). Esto sugiere que la capacidad de dispersion de S. zygaena puede propiciar
la homogeneidad entre regiones cercanas, como en el PNM (>2,500 km) pero es limitada a escalas
mayores. El Unico patrén que difiere es el encontrado en Sudafrica, en donde existen diferencias entre
individuos de la regién templada (costa sur) y subtropical (costa este), debido a que existe una barrera
oceanografica entre ambas zonas biogeogréficas (separadas por ~1,140 km) propiciando la baja

conectividad (Kuguru, 2017).

Otro componente que propicia el aislamiento reproductivo entre grupos de organismos es el
comportamiento conductual, y en especies de tiburones ha sido principalmente el comportamiento
reproductivo. La dispersion sesgada por sexos ha sido reportada para otras especies de tiburones, donde
tipicamente las hembras retornan a sitios especificos para alumbramiento y crianza de sus crias. Tal es el
caso de Sphyrna tiburo (Escatel-Luna et al., 2015; Portnoy et al., 2015), Negaprion brevirostris (Feldheim
et al., 2014), Carcharodon carcharias (Pardini et al., 2001; Ofate-Gonzalez et al., 2015; Mendivil Castro,
2018) Sphyrna lewini (Daly-Engel et al., 2012), e Isurus oxyrhincus (Corrigan et al., 2018). Sin embargo, en
este estudio no se logrd realizar un analisis por sexo o tallas dados los tamafios insuficientes de muestra

para cada unidad de analisis.

Por otro lado, estudios previos han reportado diferenciaciéon genética mitocondrial entre hembras y entre
juveniles (©=0.065, p<0.05; ®=0.058, p<0.05 respectivamente; Félix-Lopez et al., 2019) del PNM, pero no
entre machos. En consecuencia, se ha hipotetizado que las hembras pueden presentar filopatria a sitios

de crianza (Félix-Lopez etal.,, 2019). La ausencia de estructura genética en SNPs, heredados bi-
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parentalmente, es consistente con la hipdtesis de que la dispersion se encuentra mediada principalmente

por los machos, como ocurre en otras especies de elasmobranquios (Portnoy y Heist, 2012).

4.3 Variacion adaptativa

Las diferencias encontradas con SNP-o entre el GC y OPBC, sugieren una posible diferenciacién dada por
adaptacion local y los resultados del blast coinciden con genes funcionales. Ademas, este patrén es
consistente con estudios de divergencia mitocondrial en rayas de la misma regién (Sandoval-Castillo et al.,

2004; Castillo-Paez et al., 2014).

En el atun aleta amarilla, estos patrones de diferenciacién genética han sido reportados a gran escala entre
individuos del Este y Oeste dentro del Atlantico y Pacifico. La separacién genética detectada puede estar
vinculada a una amplia variedad de mecanismos evolutivos y bioldgicos que promueven la adaptacién local
a limitaciones ambientales especificas (Pecoraro et al., 2018). En este caso, la distancia geografica y la

disimilitud ambiental entre océanos debe ser el principal mecanismo de divergencia.

Un caso similar de diferencias genéticas en outliers por habitats heterogéneos ha sido reportada en
Sphyrna tiburo, los SNP-o revelaron que existe una diferenciacién genética a nivel latitudinal (norte-sur)
en la costa este y oeste de Florida. Ademas, la ausencia total de cualquier patrén clinal en los SNP-n
indicaron que el patron geografico observado en loci bajo seleccidn proviene de la seleccién divergente
localizada (Portnoy et al., 2015). Por otro lado, en Clupea harengus en el Atlantico, existe evidencia de
diferenciacion genética a escala local, entre el Atlantico norte vs Mar del norte/Islas Britanicas, donde los
andlisis mostraron que solamente los SNP-o estuvieron correlacionados con factores ambientales
(salinidad y temperatura) lo que revela que la heterogeneidad ambiental tiene un papel importante en la

configuracién de la variacion adaptativa en loci outliers.

Las diferencias encontradas entre el GC y la OPBC pueden deberse a la diferencia de habitats, pues la
Peninsula de Baja California propicia la disimilitud de estas dos regiones; de manera general, el GC es mas
calido que la regién externa, experimentando su propia variacidn climatica latitudinal ya que tiene mas de
1000 km de longitud (Jacobs et al., 2004). Mientras que, la OPBC presenta una variacion ambiental
influenciada por la corriente de California (corriente limitrofe oriental), la cual se caracteriza por ser de

agua fria subdrtica y altamente productiva en zona de surgencias (GLOBEC, 1994). Estas marcadas
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diferencias ambientales propician la permanencia de ciertos genotipos, aquellos que confieran ventajas
adaptativas comunmente seran seleccionados a favor y seran transmitidos a la siguiente generacion, lo
gue provoca ciertos genotipos permanezcan o desaparezcan de la poblacidn por presién ambiental. Por lo
tanto, el patrén de estructura genética en loci outliers puede ser resultado de una posible seleccidn natural
que ha modificado las frecuencias alélicas a lo largo del tiempo, las cuales han dado como resultado una
adaptacion local (Saccheri y Hanski, 2006). Al igual que en Clupea harengus, esto proporciona evidencia
de que la divergencia adaptativa puede darse incluso en especies con flujo génico potencialmente alto
(Limborg et al., 2012), pues a pesar de la ausencia de diferenciacidon genética en SNP-n, en poblaciones
con tamafos grandes, una baja tasa de dispersion puede ser suficiente para eliminar evidencia de
diferenciacidn poblacional en loci neutrales, pero no en loci adaptativos seleccionados localmente (Nielsen

et al., 2009; Allendorf et al., 2010).

4.4. Implicaciones para la conservacion de Sphyrna zygaena

El mantener la diversidad genética de las poblaciones es el principal enfoque de la Genética de la
Conservacién (Frankham et al., 2002), ya que de este atributo depende su permanencia ante condiciones
ambientales cambiantes. En el presente trabajo, se reportaron niveles de diversidad genética

potencialmente bajos pero un Ne mayor al 6ptimo sugerido por la literatura.

atura para que la poblacién persista ante cambios ambientales a través del tiempo. La cornuda prieta se
encuentra sujeta a regulaciones internacionales para su exportacion (incluida en el Apéndice Il de la CITES)
y es catalogada como Vulnerable por la IUCN (Casper et al., 2005). Aunado a ello, dados sus atributos
bioldgicos, la vulnerabilidad a la sobreexplotacion es considerada como alta, cuya categoria es mayor que
otros Sphyrnidos como S. media, S. corona y S. tiburo, las cuales son consideradas como extirpadas del
PNM (Pérez-Jiménez, 2014; Saldafia-Ruiz, 2017). Por lo que, un aumento en la presién pesquera tendrd
repercusiones negativas en la poblacién, como una reduccién en el Ne y por ende en sus niveles de

diversidad genética.

Por otro lado, los resultados de nuestro trabajo muestran que existe una sola unidad genética en el PNM;
aunque se sabe que el comportamiento conductual de hembras provoca una moderada estructura en la
poblacién, la alta tasa de migracién y la posible dispersion de los machos tiende a homogeneizar las

regiones. Si bien, lo ideal seria considerar como una Unidad de Manejo al PNM, no se debe dejar de lado
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la posible filopatria femenina que ha sido reportada para S. zygaena en la region (Félix-Lopez et al., 2019)
definiendo los sitios de retorno y/o areas de crianza que, ademas, son zonas de agregacidn de juveniles y
futuros reclutas de la poblacién. Esto quiere decir que los planes de manejo deberian contemplar aquellas
regiones de agregacion de hembras y juveniles como potenciales refugios para mantener a las poblaciones

(Chapman et al., 2015).

Ademads, es importante considerar que ciertos factores selectivos que contribuyen con la potencial
variacion adaptativa de la poblacidon entre la OPBC y el GC, ya que es crucial preservar los recursos
genéticos, es decir, la diversidad a nivel de ADN y sus expresiones fenotipicas a rasgos ecolégicos
importantes (Limborg etal., 2012). Esta variacion adaptativa podria permitir a las especies

sobreexplotadas permanecer a lo largo del tiempo.
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Capitulo 5. Conclusiones

e Los niveles de diversidad genética de Sphyrna zygaena en el PNM son similares a los de otros
organismos marinos y tiburones analizados mediante SNPs. Mientras que el Ne se encuentra
dentro del dptimo tedrico considerado para que la poblacidn se mantenga ante cambios

ambientales en el tiempo.

e Los andlisis de estructura genética en S. zygaena determinaron que no existe estructura genética
poblacional, por lo que se trata de una poblacién panmictica, asociada a la alta capacidad de
dispersidn de S. zygaena que promueve la homogeneidad en la regién. Sin embargo, de acuerdo
con los resultados previos es probable que exista una dispersidon sesgada por sexo. Por lo que es
necesario aumentar el tamafio de muestra por sexo en adultos y ampliar el drea de estudio para

probar esta hipotesis

e Apesar de la ausente estructura genética con SNP-n, existe una pequefia variacién adaptativa que
evita homogeneizar las frecuencias alélicas en loci no-neutrales. Por lo que es posible que exista
una presién ambiental diferencial entre el GCy OPBC que podria estar promoviendo la divergencia
observada en loci outliers. Sin embargo, es importante explorar la ontologia de los genes que nos

permitan dilucidar cuales son los mecanismos que promueven esta posible variaciéon adaptativa.
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Tabla 4. Organismos analizados por cada regiéon, donde N representa el nimero total de muestras.

Region Siglas Afios de colecta N
Costa oeste de la Peninsula de Baja California OPBC 2015 29
Region centro del Golfo de California CGC 2016 - 2017 22
Boca del Golfo de California BGC 2015 - 2017 30
Isla Socorro IS 2014 - 2015 11
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Tabla 5. Valores para la estimacidn de /oci outlier, donde g-valor y Fsr.s corresponden a los resultados de Bayescan,
mientras que Ho, Fsr-ay 1-cuantil Fst cuantil para los resultados de Arlequin.

Loci Nombre g-valor Fsr Ho Fst.a 1-cuantil Fsr
24 dDocent_Contig_3253 0.2325 0.0166 0.0435 0.0704 0.0072
35 dDocent_Contig_6010 0.2722 0.0130 0.2452 0.0697 0.0075
46 dDocent_Contig_8311 0.2558 0.0145 0.2711 0.0712 0.0069
44 dDocent_Contig_2585 0.0910 0.0262 0.1219 0.1442 0.0011
69 dDocent_Contig_15352 0.3623 0.0096 0.4936 0.0832 0.0109
120 dDocent_Contig_5344 0.1815 0.0209 0.0785 0.1390 0.0002
427 dDocent_Contig_98371 0.1323 0.0212 0.2118 0.1834 0.0000
470 dDocent_Contig_2447 0.2448 0.0155 0.0422 0.0697 0.0090
643 dDocent_Contig_8984 0.2000 0.0166 0.4076 0.0735 0.0068
732 dDocent_Contig_4406 0.1673 0.0239 0.0601 0.0718 0.0082
765 dDocent_Contig_31244 0.0264 0.0299 0.5592 0.0202 0.1863
789 dDocent_Contig_13399 0.4567 0.0064 0.2365 0.0066 0.4020
866 dDocent_Contig_164545 0.1147 0.0229 0.1685 0.1493 0.0003
869 dDocent_Contig_17536 0.0016 0.0567 0.1380 0.2044 0.0000
916 dDocent_Contig_8138 0.3336 0.0104 0.3299 0.1274 0.0016
921 dDocent_Contig_18203 0.2255 0.0151 0.5351 0.1371 0.0014
996 dDocent_Contig_5496 0.1906 0.0193 0.1381 0.1767 0.0004

1075 dDocent_Contig_3636 0.1769 0.0229 0.0600 0.0698 0.0092
1199 dDocent_Contig_5345 0.1394 0.0230 0.0825 0.1356 0.0003
1303 dDocent_Contig_19293 0.1952 0.0170 0.5003 0.0746 0.0067
1334 dDocent_Contig_3899 0.2388 0.0155 0.1214 0.0791 0.0049
1368 dDocent_Contig_3786 0.1620 0.0210 0.1230 0.1182 0.0012
1385 dDocent_Contig_19072 0.2358 0.0152 0.5250 0.0989 0.0072
1388 dDocent_Contig_8719 0.1513 0.0218 0.3561 0.1302 0.0013
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Tabla 6. Resultados del BLAST: Pl es el porcentaje de Identidad, Hit al inicio y final del match de la secuencia.

Hit
Descripcion E-value Pl — : - # de acceso
Locus inicio final
_ o _ 2e-09  89.29 17356 17411
dDocent_Contig_3253 Scyliorhinus canicula Cluster_HOXB sequence FQ032659.1
. L . le-14 82.65 2819 2916
dDocent_Contig_6010 Scyliorhinus canicula Cluster_HOXD sequence FQ032660.1
. . . . 2.0E-63 96.7 1026 1175
PREDICTED: Rhincodon typus Zic family member 1 (zicl), mRNA XM 020515263.1
i AT: inc fi i 2.0E-63 96.7 615 764
dDocent_Contig_2585 La.mprls guttatus. voucher KU:IT:5402 zinc finger protein of the cerebellum 1 F1906681.1
(zicl) gene, partial cds
_ _ _ ) 1.0E-44 957 913 1028
PREDICTED: Rhincodon typus Zic family member 4 (zic4), mRNA XM 020515262.1
dDocent_Contig_8311 -
Ginglymostoma cirratum isolate Ma-1 clone M24 non-classical MHC class | 3.0e-16 829 1803 1906 AF357923.1
antigen (UAA-NC1) mRNA, complete cds E—
. Ginglymostoma cirratum isolate Ma-1 clone M13 non-classical MHC class | 3.0E-16 829 1767 1870
D 1 2 . AF357922.1
dDocent_Contig_1535 antigen (UAA-NC1) mRNA, complete cds -
Scyliorhinus canicula Fam45a protein (Fam45a), Eif3a protein (Eif3a), and 40E-15 829 37684 37785
. MH015179.1
Nanos1A protein (Nanos1A) genes, complete cds -
. 0.007 100.0 7927751 7927776
dDocent_Contig_5344 Mastacembelus armatus genome assembly, chromosome: 21 LR535853.1
7.0E-23 81.7 3378 3518
Sphyrna zygaena mRNA for C6, complete cds LC107126.1
D i 1
dDocent_Contig 98371 _ _ 50E-14 802 281 395
Prionace glauca DNA, microsatellite:DAE7L AB731723.1
iaki i i in- 9.0E-22 80.7 3012 3168
dDocent_Contig_2447 Triakis scyllium MIP3 gene for macrophage inflammatory protein-3 alpha, LR697109.1

complete cds


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FQ032659.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UFX1A1RJ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FQ032660.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UFYK183A01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/XM_020515263.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=R3VJ87N2014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ906681.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=R3VJ87N2014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/XM_020515262.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=R3VJ87N2014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF357923.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R3W2R6VW014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF357922.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=R3W2R6VW014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH015179.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=R3W2R6VW014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LR535853.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R3WCAPR001R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC107126.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R3YDJCAJ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB731723.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=R3YDJCAJ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LR697109.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=R3Z44PM9015
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4.0E-15 84.6 7542982 7543071

Chanos chanos genome assembly, chromosome: 4 LR697107.1
7.0E-13 81.8 32020960 32021057
Chanos chanos genome assembly, chromosome: 2 LR697107.1
dDocent_Contig_8984 -
, , , ] 4e-05  87.76 4 52
dDocent_Contig_4406 Carcharhinus sorrah microsatellite CS03 sequence AY545206.1
dDocent_Contig_31244 -
dDocent_Contig_13399 -
6e-09 93.48 6093 6138 U34992.1

Carcharhinus plumbeus Ig lambda light chain gene, complete cds

dDocent_Contig_16454

> _ , ) 2e-08 9167 452 499
Carcharhinus sorrah microsatellite CS08 sequence AY545211.1
Scyliorhinus canicula collagen type X alpha 1 chain duplicate 4 (Col10a1l.4) 6e-04 100 24143 24170
MK695500.1
gene, complete cds -
dDocent_Contig_3636 -
dDocent_Contig_19293 -
dDocent_Contig_3899 -
dDocent_Contig_3786 -
. . 0.0005 88.4 3684181 3684223
Salarias fasciatus genome assembly, chromosome: 15 LR597450.1
dD t_Contig_17536
ocent_tontie_ _ , 0.0005 884 15364099 15364141
Salarias fasciatus genome assembly, chromosome: 11 LR597446.1

dDocent_Contig_8138 -



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LR697107.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=R3Z44PM9015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LR697107.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=R3Z44PM9015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AY545206.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UFYZJFT001N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/U34992.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UFZ7TPFY015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/U34992.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UFZ7TPFY015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AY545211.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=UFZ7TPFY015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK695500.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=UFZ7TPFY015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LR597450.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R3UWGUUS014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LR597446.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=R3UWGUUS014

dDocent_Contig_18203

Triakis scyllium MIP3 gene for macrophage inflammatory protein-3 alpha,

complete cds

Mustelus manazo DNA, HE1 SINE, clone:Mm 4

Mustelus manazo DNA, HE1 SINE, clone:Mm 3
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AB174766.1

AB027719.1

AB027718.1

dDocent_Contig_5496

dDocent_Contig_5345

Scyliorhinus canicula Nanos1B protein (Nanos1B) gene, complete cds
Scleropages formosus genome assembly, chromosome: 5

Scleropages formosus genome assembly, chromosome: 24

MHO015180.1

LR584070.1

LR584089.1

dDocent_Contig_19072

dDocent_Contig_8719



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB174766.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R40DUR0F01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB027719.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=R40DUR0F01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB027718.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=R40DUR0F01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH015180.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R417HS99015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LR584070.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=R417HS99015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LR584089.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=R417HS99015
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Anexo D
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Figura 9. Analisis de agrupacidn bayesiana con SNP-n con un K=3 para las cuatro regiones del Pacifico norte mexicano.
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Tabla 7. Valores de Fsr pareados para las 4 regiones del Pacifico norte mexicano con SNP-n. Debajo de la diagonal los
valores de Fsty por encima de la diagonal los valores p.

OPBC CGC BGC IS
OPBC - 0.3200 0.8354 0.2174
CGC 0.0017 - 0.5923 0.2305
BGC -0.0003 0.0004 - 0.2398
IS 0.0037 0.0021 0.0031 -
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Anexo F

Tabla 8. Valores de Fsr pareados para las 3 regiones del Pacifico norte mexicano con SNP-o. Debajo de la diagonal los
valores de Fsty por encima de la diagonal los valores p después de la correccién de bonferroni.

OPBC CGC BGC
0.00074
OPBC - 0.0004
CGC 0.07831 - 0.36101

BGC 0.06754 0.0026 -




