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Resumen de la tesis de Mariana Ronalda Ferrera Rodriguez, presentada como requisito parcial
para la obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Ecologia Marina.

Patrones filogenéticos del género Mustelus en el Pacifico nororiental

Resumen aprobado por

Dr. Axayacatl Rocha Olivares

El género Mustelus estd constituido por aproximadamente 27 especies costeras. Debido a su
morfologia poco variable y al traslape de los caracteres comunmente utilizados en la
identificacion de tiburones, su sistematica y taxonomia es considerada problematica. Al igual que
en otras especies de tiburones los estudios filogenéticos son escasos. En el presente estudio, se
realiz6 una reconstruccion filogenética de 17 especies de Mustelus incluyendo a las especies
presentes el Pacifico nororiental M. californicus, M. lunulatus, M. henlei y M. albipinnis, esta
ultima de reciente descripcion. Para ello se usaron secuencias de ADN de los genes
mitocondriales ND2 y ND4 (Nicotinamida Adenina Dinucleotido Deshidorgenasa), y de los
nucleares RAGL1 (gen nuclear activador de recombinacién) e 1TS2 (espaciador transcrito interno
2). El analisis se hizo mediante los métodos de neighbor joining (NJ), maxima parsimonia (MP),
maxima verosimilitud (MV) y analisis bayesianos que incluye el calculo de los tiempos de
divergencia. El analisis filogenético obtenido con los genes ND2 y ND4 resolvio
satisfactoriamente la mayoria de las relaciones entre las especies, lo que indica que estos
marcadores son adecuados para resolver divergencias recientes. Respecto a las especies del
Pacifico M. henlei y M. albipinnis son filogenéticamente mas cercanas a M. canis y M. norrisi
presentes en el Atlantico, mientras que M. californicus y M. lunulatus son especies hermanas
concordando con el uso de habitat. La resolucién filogenética con los marcadores nucleares fue
menor, sin embargo se corroboraron algunos patrones obtenidos en la filogenia de genes
mitocondriales. La estimacion de los tiempos de divergencia, indican una separacion de 18
millones de afios (m.a) para los dos clados principales, mientras que dentro de cada clado la
divergencia se dio entre los 4 y 8 m.a para la mayoria de las especies. Adicionalmente se estimé
la diversidad nucleotidica de los cuatro genes en la que se obtuvieron valores promedio
relativamente bajos ©=0-0.0058 para los genes mitocondriales y de igual manera para los genes
nucleares 1=0-0.67.

Palabras claves: sistematica molecular, especiacion, ADNmt, reloj molecular



Abstract of the thesis of Mariana Ronalda Ferrera Rodriguez presented as partial requirement to
obtain the degree on Master in Science in Marine Ecology .

Phylogenetic patterns of the genus Mustelus in the northeast Pacific

Abstract approved by

Dr. Axayacatl Rocha Olivares

The genus Mustelus includes nearly 27 coastal species, because of their high morphological
similarity and overlap of morphometric and meristic characters commonly used in shark
identification, its taxonomy and systematics are considered problematic. Like in other sharks,
phylogenetic studies are scarce. Here we carried out a phylogenetic reconstruction of 17 species
of Mustelus, including those distributed in the eastern Pacific: M. californicus, M. lunulatus, M.
henlei, and the recently described M. albipinnis. Data consisted of DNA sequences from two
mitochondrial genes ND2 (NADH dehydrogenase subunit 2) and ND4 (NADH dehydrogenase
subunit 4), and two nuclear genes RAG1 (recombination-activating genel) and 1TS2 (internal
transcribed spacer 2). Phylogenetic analyses were carried out using neighbor joining (NJ),
maximum parsimony (MP), maximum likelihood (ML) and a Bayesian approach which includes
divergence time estimation. The topology obtained with ND2 and ND4 resolve successfully
nearly all relationships among species, suggesting that these genes are appropriated for recent
divergence. These data supported the monophyly of M. henlei, M. albipinnis and the Atlantic
species M. canis and M. norrisi, whereas M. californicus and M. lunulatus resulted as sister
species, which agree with their habitat use. Although nuclear genes have less phylogenetic
resolution, the nuclear trees are congruent with those from mitochondrial. The estimation of
divergence times shows a divergence in two principal clades about 18 M.Y. Within each clade,
divergence occurs between 4 and 8 M.Y. In addition we estimated nucleotide diversity (x), which
resulted in low average levels n=0-0.0058 for mitochondrial genes and n=0-0.67 for nuclear
genes.

Key words: molecular systematics, speciation, mtDNA, molecular clock
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1 Introduccién

En los ultimos afios, los estudios sobre la biodiversidad y taxonomia de elasmobranquios han
aumentado considerablemente, debido a un incremento en la descripcion de especies y a su vez, a
los efectos nocivos que la presion pesquera y la destruccion del hébitat tienen sobre sus

poblaciones (Naylor et al. al. 2012).

La diversidad es resultado de una historia de ancestria y descendencia, la cual puede reconstruirse
por medio de analisis filogenéticos (Gregory 2008). Las filogenias, por su parte, nos permiten
entender la evolucion de los caracteres adaptativos en diferentes linajes, como es el caso de los

modos de reproduccion ampliamente diversificados en este grupo de peces (Musick y Ellis 2005).

A pesar de tener una larga historia evolutiva, el conocimiento filogenético de los tiburones
presenta problemas en diferentes niveles taxondmicos. A nivel de 6rdenes, la resolucion es mayor
que lo encontrado a nivel de familia o genero (Vélez-Zuazo y Agnarsson 2011). Tal es el caso del
orden Carcharhiniformes, cuya monofilia se encuentra bien sustentada por datos morfoldgicos y
moleculares, sin embargo las relaciones dentro del orden no estan resueltas debido a una gran

cantidad de convergencias y reversiones evolutivas (lglésias et al. al. 2005).

Dentro de la familia Triakidae, Mustelus es el género mas diverso y un importante recurso
pesquero en varios paises. Sin embargo, su sistematica y taxonomia son problematicas, debido a
la poca variabilidad morfoldgica y al traslapo de caracteres utilizados cominmente en la

identificacion de tiburones (Lépez et al. 2006, Pérez-Jiménez et al. 2012).

Algunas dificultades en su sistematica pueden estar asociadas a una reciente radiacién (Boomer et
al. 2012), por lo que es importante conocer los mecanismos de especiacion. El escenario basico
de especiacion involucra tres fases: la separacion de una poblacion en subpoblaciones o unidades
menores, la acumulacion de diferencias genéticas y la posterior evolucion de barreras

reproductivas que impidan el intercambio genético (Palumbi 1994).

En un contexto geografico se han propuesto cuatro modelos de especiacion: alopatrico,
peripatrico, parapatrico y simpatrico. Los primeros dos enfatizan el aislamiento geogréafico
mientras que para los Gltimos se consideran las diferencias ecoldgicas como el punto medular por
el que se alcanza la especiacion. Debido a la gran complejidad de las relaciones espaciales entre
poblaciones, ‘el contexto geografico’ debe considerarse como uno de los factores que encaminan

la especiacion mas no el unico (Network 2012). La especiacion alopatrica es considerada como el



modo dominante de especiacion debido a la relativa facilidad para la evolucion de adaptaciones
ecologicas, de comportamiento y reproductivas en ausencia del flujo genético. Sin embargo, en
ambientes marinos las barreras fisicas al flujo génico son pocas, por lo que la limitacién del flujo
génico entre poblaciones puede estar mas relacionado con las diferencias en las condiciones
oceanogréficas, comportamiento o especializacion del habitat (Palumbi 1994). Lo anterior se ha
observado en especies hermanas de invertebrados y otras especies cripticas cuyas distribuciones

se traslapan a lo largo de la costa (Norris y Hull 2012).

En el Golfo de California se ha observado que las especies del género Mustelus presentan
diferencias en el uso del habitat. Con base en datos de captura se sabe que M. californicus y M.
lunulatus son més frecuentes en profundidades entre 10 y 100m, mientras que M. henlei y M.
albipinnis se capturan a mas de 100m (Castro-Aguirre et al. 2005, Pérez Jiménez et al. 2005).
También hay una diferencia en los habitos alimentarios. Por ejemplo, aunque M. californicus y
M. lunulatus comparten el 86% de las presas (principalmente crustaceos), la proporcion de
consumo difiere entre especies (Méndez-Loeza 2004). En cambio, M. henlei y M. albipinnis
consumen principalmente peces mictofidos los cuales se encuentran a mayores profundidades
(Pérez-Jiménez, com. per.). Estas diferencias en la alimentacion se reflejan en la variacion
morfolégica de los dientes; en el caso de M. californicus y M. lunulatus son mayormente
molariformes o con cuspide muy redondeada y baja, adecuados para la trituracién de crustaceos,
mientras que M. henlei y M. albipinnis presentan una cuspide mucho mas marcada, mas
apropiados para la alimentacion de peces (Pérez Jiménez et al. 2005). El conjunto de estas

diferencias podrian haber resultado de un evento de especiacién ecoldgica.

1.1 Sistemética molecular
El uso de diversas técnicas moleculares ha permitido utilizar secuencias de macromoléculas

(ADN, ARN o proteinas) para resolver la sistemética y patrones evolutivos de diversos taxa, ya
que estos caracteres tienden a poseer una fuerte sefial filogenética (Avise 1994). El uso
generalizado de secuencias moleculares en el estudio de la sistematica ha llevado al desarrollo de
la sistematica molecular, lo que ha permitido no sélo estudiar a las especies dentro de un marco
filogenético si no también la evolucion de los mismos genes y las relaciones entre poblaciones de

la misma especie (Martinez- Castilla 2007). A la par del desarrollo biotecnologico, la mejora en



el &mbito analitico de datos ha permitido el desarrollo de métodos con mayor precision para las

reconstrucciones filogenéticas.

Los métodos de reconstruccion filogenética pueden dividirse en dos grupos, aquellos basados en
distancias, también conocidos como métodos algoritmicos y los basados en caracteres. Los
primeros se basan Unicamente en la distancia genética entre las secuencias para la construccion y
seleccion del arbol que explique mejor las relaciones filogenéticas de los taxa analizados; aqui se
incluyen el método de neighbor joining y el de minima evolucién, mientras que los segundos,
optimizan la distribucion de los patrones para cada caracter, en este grupo se encuentran el
método de parsimonia, maxima verosimilitud y el de inferencia bayesiana (Martinez- Castilla
2007). En el andlisis de méaxima parsimonia, la filogenia se infiere a partir del &rbol que involucre
el menor nuimero de cambios evolutivos, disminuyendo asi la presencia de caracteres
homoplésicos (Swofford et al.1996). EI método de maxima verosimilitud evalta la probabilidad
de observar los datos que consiste en el alineamiento obtenido, dado el modelo evolutivo
propuesto (probabilidad de los datos bajo el modelo), posteriormente las filogenias se infieren
encontrando los arboles con el mayor valor de verosimilitud (log-likelihood). Este valor
representa la probabilidad condicional de los datos observados dada una topologia (t), conjunto
de longitudes de rama (v) y modelo de sustitucion (¢) (Swofford et al. 1996;-Martinez- Castilla
2007).

En el analisis bayesiano no se busca una sola topologia 6ptima sino una poblacion de arboles
muestreados en funcion de su probabilidad posterior (pP). Esta inferencia se basa en la relacion
entre la funcion de verosimilitud y las distribuciones anteriores y posteriores de la probabilidad
segun el teorema de Bayes. A diferencia del método de méxima verosimilitud en el que se calcula
la probabilidad de los datos dado el modelo, el enfoque bayesiano estima la probabilidad
posterior de la hipétesis (arbol + modelo) dados los datos (modelo de sustitucion y alineamiento),

por lo que puede interpretarse como la probabilidad de que dicho arbol sea correcto.



Tanto las reconstrucciones basadas en maxima verosimilitud y aproximaciones bayesianas
ofrecen un resultado robusto, aunque el analisis bayesiano permite el uso de modelos evolutivos
mas complejos y el analisis secuencias de ADN y aminoacidos en conjunto con patrones de

enzimas de restriccion y datos morfologicos (Martinez- Castilla 2007).

El soporte estadistico de las relaciones filogenéticas se realiza generalmente mediante un anélisis
de bootstrap no paramétrico, el cual estima la varianza asociada a una distribucion muestral
desconocida. Este metodo realiza remuestreos con reposicion al azar de los datos originales,
formando nuevos sets de datos, en donde quedan representados diferentes puntos del set original
(ramas del arbol) una o varias veces. El porcentaje en el que aparecen las mismas ramas en los
diferentes arboles es la confiabilidad de la topologia. Este analisis se realiza en reconstrucciones
de méaxima parsimonia y maxima verosimilitud (Swofford et al.1996). En los analisis bayesianos
la confiabilidad de la filogenia, se obtiene mediante el muestreo de toda la probabilidad posterior
de las filogenias posibles y posteriormente discernir los elementos comunes a los arboles con

probabilidades mayores. (Martinez- Castilla 2007).

Tanto en el analisis de maxima verosimilitud como el bayesiano se necesita de un modelo
evolutivo explicito. La descripcién de cémo y con qué probabilidad ocurren los procesos de
evolucion molecular, es decir los cambios mutacionales, se estima a través de modelos de
sustitucion, cuya idea fundamental es que ciertas mutaciones pueden ser mas frecuentes que
otras. Los modelos también especifican la proporcién en que se encuentran los diferentes

nucleétidos.



El modelo de sustitucién méas simple es el de Jukes Cantor (JC), el cual considera que las cuatro
bases nucleotidicas tienen la misma frecuencia y que todas las sustituciones son igualmente
probables. A partir de este modelo, la inclusion y variacién de parametros genera una serie de
diferentes modelos con un mejor ajuste a los datos. Algunos de los modelos méas utilizados en
filogenia (Fig. 1) son el de Kimura (K2P), en el cual estima que las transiciones son més
frecuentes que las transversiones; el modelo de Felsenstein (F81) que considera una diferente
proporcion de nucleétidos; los modelos de Hasegawa, Kishino y Yano (HKY85) y el de Kishino
y Hasegawa los cuales permiten diferencias en la proporcién de transiciones y transversiones y de
composicion nucleotidica. Finalmente, los modelos GTR (General Time Reversible) son lo mas
complejos y con el mayor nimero de parametros; no sélo permiten frecuencias desiguales de
nucleotidos, sino también que especifican individualmente cada una de las seis posibles rutas de
sustitucion (Martinez- Castilla 2007).

GTR
3 tipos de sustituciones Nucleétidos en
(1transversion, 2 tipos de la misma
transicion) proporcion
¥
TrN SYM
2 tipos de 3 tipos de sustituciones
sustituciones ' Misma proporcién (ltrarlls.\.erswn., 2 tipos de
1A ot A\

(ltransversion, 1 HKYS5 denucledtidos  gasr transicion)
transicion) F34

: 2 tipos de

1 tipo de s
e e sustituciones
sustitucion Gaoes
. (1transversion, 1
R K2P transicion)
1 tipo de
sustitucion
JC

Figura 1.Relaciones y caracteristicas entre los modelo de sustitucion nucleotidica, las
flechas indican las restricciones para ir obteniendo los diferentes modelos a partir del
supuesto de los modelos mas generalizados y con el mayor namero de parametros
(GTR). Modificado de Swofford et al. 1996 , p. 434.



En este estudio se realizd un andlisis filogenético del género Mustelus, utilizando secuencias de
ADNmt (ADN mitocondrial) y nuclear con la ayuda de diferentes métodos de reconstruccion

filogenética.

2 Antecedentes

El género Mustelus esta conformado por 27 especies de tiburones de tallas menores a los 200 cm
(60-170 cm LT) con cuerpo delgado, ojos grandes y ovalados, dientes con una cuspide pequefia,
aletas dorsales sin espina y una segunda aleta dorsal aproximadamente de % del tamafio de la
primera aleta dorsal (Fig. 2). Su reproduccion es vivipara placentada y aplacentada. Se
encuentran asociados al fondo marino sobre la plataforma, en donde se alimentan principalmente

de crustaceos, moluscos, poliquetos y peces pequefios (Pérez Jiménez 2006).

Figura 2. Morfologia. Morfologia externa de Mustelus. Vista lateral M. henlei. Tomada de
U.S.Fish and Wildlife Service Field Guide to Eastern Pacific and Hawaiian Sharks,
recuperado de http://www.fImnh.ufl.edu/fish

La mayoria presenta una amplia distribucion aunque existen seis especies endémicas: M.
palumbes en el sureste de Africa, M. ravidus y M. walkeri en Australia, M. widodoi en Indonesia,

M. schmitti presente en Brasil y Argentina y M. lenticulatus en Nueva Zelanda.



En el Golfo de California se distribuyen cuatro especies: Mustelus californicus, M. henlei, M.
lunulatus y M. albipinnis. La distribucion de M. californicus se extiende desde la Bahia de
Monterey, California (36°N y 121°0) hasta el Golfo de California (23°N y 107° O), Mustelus
henlei se distribuye antitropicalmente desde San Francisco (37°N y 122°0) hasta el Golfo de
California (23°N y 107° O) y desde Peru (0°Sy 68°0) hasta Chile (33°S y 70° O). Mustelus
lunulatus se distribuye desde Baja California (32° N y 119° O) hasta Ecuador (Compagno 1984),
mientras que M. albipinnis es una especie de reciente descripcion, con una distribucion

aparentemente antitropical (Castro-Aguirre et al. 2005; Pérez Jiménez et al. al. 2005)

Heemstra (1973) sefiald la presencia de otras dos especies tropicales de Mustelus no descritas,
distribuidas desde el Golfo de California hasta Ecuador y las Islas Galapagos; sin embargo, esta
informacién no fue publicada. Posteriormente se confirmé en el Golfo de California que una de
estas especies no descritas corresponde a M. albipinnis (Pérez Jiménez 2006, Pérez Jiménez et al.
2005). Ademas se ha registrado en Bahia Magdalena (Castro-Aguirre et al. 2005) y recientemente

en las islas Galapagos (Acufia-Marrero et al. 2013) .

2.1 Estudios taxondmicos y filogenéticos del género Mustelus
El género Mustelus fue descrito por primera vez en 1790 (Linck) y en los afios posteriores ha

tenido diversas revisiones taxondmicas debido a la falta de consenso en los caracteres que lo

definen (Compagno 1984).

La similitud morfoldgica entre las especies de Mustelus, asi como la gran variabilidad de los
caracteres morfométricos y meristicos han dificultado su correcta identificacion (Compagno
1984).

Analisis morfometricos recientes en el Atlantico y Golfo de California, indican que las medidas
cefélicas y estructuras relacionadas, como los surcos labiales, distancia internarinal, longitud y
ancho de la boca y el diametro orbital son utiles en la identificacion de estas especies (Fig.3)
(Pérez Jimenez et al. 2005, Rosa y Gadig 2010). Estas diferencias son apoyadas por datos
moleculares, como los RFLPs (polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion) del gen

ribosomal ITS2 (espaciador transcrito interno 2) (Pérez-Jiménez et al. 2012).
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Figura 3. Andlisis de discriminantes derivado de 10 variables morfométricas M. henlei (e),
M. californicus (o), M. lunulatus (¥) M. albipinnis (A). Tomado de Pérez-Jiménez et al.,
2012,p.2

Respecto a la filogenia del género, el conocimiento es escaso, sin embargo, con el analisis de los
genes mitocondriales Nicotinamida Adenina Dinucleotido Deshidorgenasa subunidades 2 y 4
(ND2 y ND4), Regién control (CR) y el gen nuclear activador de recombinacion (RAG1) se ha
podido avanzar en la sistematica de Mustelus. Con base en estos analisis, se ha determinado que
con la definicién actual del género, éste no constituye un grupo monofilético y se ha propuesto la
inclusion de Triakis megalopterus y Scylliogaleus quecketti (Lopez et al. 2006, Naylor et al.
2012). No obstante, las relaciones filogenéticas entre algunas de las especies no se encuentran

resueltas, como las especies presentes en el Atlantico y en el Pacifico (Fig.4).



Desde el punto de vista taxonémico se ha sugerido con anterioridad la separacién en dos géneros
segun el modo de reproduccion, sin embargo la falta de conocimiento en la biologia reproductiva
no sustentaba esta reestructuracion (Compagno 1984), esto es sugerido nuevamente por Lopez et

al. (2006) y Boomer et al. (2012) al confirmar la monofilia de estos grupos.

Trakis megalopterus
Scylliogaleus quecketti
Mustelus schmitti
Mustelus astenas
Mustelus manazo
Mustelus californicus
- Mustelus mosis
Mustelus mustelus
Mustelus nornsi
Mustelus henlei
Mustelus canis
Mustelus intermedius

Mustelus albipinnis GN1565 BJ-671
Mustelus canis GN917
Mustelus henlei GN1564 BJ-642

Mustelus norrisi GN2414
o Mustelus californicus GN5291 BJ-446
Mustelus sp. 1 GN5308 BJ-546
Mustelus lunulatus GN1101 B]-792
Mustelus mosis GN1687
'I;r Mustelus ravidus GN4898
Mustelus widodoi GN3609 BO-354
— Mustelus mustelus GN7218 AF-65
. Mustelus antarcticus GN4902
Mustelus lenticulatus GN4896
Mustelus stevensi GN4899
Mustelus asterias GN2351
Mustelus palumbes GN7322 AF-169
Mustelus schmitti GN2311
Mustelus manazo GN1020

Figura 4. Hipotesis filogenéticas del genero Mustelus reconstruidos con ADNmt. (A)
Filogenia obtenida por anélisis bayesiano basada en el gen ND2 (1044pb), los
circulos negros indican probabilidades posteriores mayores al 95% (Naylor et al.,
2012,p 39). B) Filogenia obtenida con el método de maxima verosimilitud basada en
los genes Cy tb, ND2 y ND4 , los asteriscos indican valores de bootstrap mayores a
80% (LOpez, et al. 2006, p.54).

El género Mustelus presenta niveles relativamente bajos de divergencia genética (mtDNA:2.36—
9.64%; RAG1: <0.5-1.28%), que concuerdan con la poca variabilidad morfologica (Lopez et al.
al. 2006). Estos niveles de divergencia podrian indicar hibridacion o un arreglo incompleto de
linajes, que se ve favorecido por la similitud en la distribucion geogréfica de las especies (Lopez
et al. al. 2006). EIl arreglo incompleto de linajes es relativamente comUn en especies de reciente
formacion (Maddison y Knowles 2006). Se estima que las especies actuales de Mustelus
divergieron hace aproximadamente 13 millones de afios (m.a) y algunas como Mustelus

lenticulatus hace sélo 1.3 m.a (Boomer et al. 2012).
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2.2 Mecanismos de especiacion
La biodiversidad puede ser explicada como un balance entre extincién y especiacion por lo que la

especiacion es un tema central de la biologia evolutiva (Network 2012). Debido a que es un
proceso que ocurre a través del tiempo, las especies en formacion enfrentan diferentes cambios en
su ambiente, los cuales a lo largo de su historia evolutiva afectan su diversidad genética, tamafio

poblacional y distribucién geogréfica (Norris y Hull 2012).

Aunque la presencia de barreras geograficas es menor en ambientes marinos, eventos importantes
de restructuracion geoldgica han sido motor de especiacion para varias especies de tiburones
como es el caso de la familia Orectolobidae, para la que se ha propuesto un modelo vicariante
ligado a la colision de las placas de Indo Australia y Eurasia y a la complejidad geografica
durante el Mioceno (Corrigan y Beheregaray 2009). De manera similar, la divergencia de los
tiburones costeros Negaprion brevirostris y N. acutidens es mejor explicada en un escenario
vicariante, relacionado al cierre del mar de Tetis (12-20 millones de afios), contrastando con una
hipdtesis de dispersion del Indopacifico al Pacifico Este, a través de la Barrera del Pacifico Este y

posteriormente hacia el Atlantico (Schultz et al. 2008).

Para las especies de Mustelus presentes en el Indo Pacifico y Australasia, se propone un modelo
de dispersion de norte a sur durante el Pleistoceno (3 m.a) ya que las barreras biogeogréaficas
presentes, anteceden en tiempo (50-80 m.a) a la divergencia de estas especies (Boomer et al. al.
2012).

Las especies distribuidas en el Golfo de California presentan caracteristicas en su historia de vida
a partir de las cuales se puede inferir que el uso diferencial del habitat ha influido de manera
importante en su divergencia. El uso del habitat en tiburones suele estar asociado a un
comportamiento complejo como la formacion de jerarquias sociales y segregacion por edad y
sexo. La seleccion de habitat se da en respuesta a factores abioticos y ecologicos como la
disponibilidad de alimento, proteccién contra la depredacion o inclusive factores fisiol6gicos con
efecto en la reproduccién (Sims 2003), lo que a lo largo de miles de afios podria restringir el flujo

geneético y propiciar la especiacion.
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2.3 Importancia comercial y conservacion
Los tiburones son un importante recurso en varios paises, sosteniendo diversas pesquerias. Son

explotados principalmente por su carne, la cual es una fuente de proteina de bajo costo; por sus
aletas, las cuales representan uno de los productos mas caros en las pesquerias; y por el aceite de

higado, utilizado en farmacéutica y cosméticos (Vannuccini 1999).

En México la produccion total en 2012 fue de 21,274 toneladas anuales, destinandose al
consumo humano (CONAPESCA, 2012). La pesca dirigida se realiza en diferentes ambientes,
registrandose aproximadamente 50 especies, de las cuales en el Pacifico Norte el género Mustelus
es comunmente explotado (CONAPESCA-INP 2004 ). En el Golfo de California los
desembarques de este género, llegan a representar hasta el 80% de la captura por pesca artesanal
(Bizzarro et al. 2007, Marquez-Farias 2000) y de las cuatro especies presentes, M. californicus y

M.lunulatus se pescan durante todo el afio (Santana-Morales et al. al. 2004).

Como medidas de regulacion en México, a partir de 1993 la SAGARPA no expide nuevos
permisos para la pesca de tiburdn, a excepcién de que se sustituya la embarcacién o se renueven
permisos que no impliquen un incremento en el esfuerzo pesquero (Santana-Morales et al. al.
2004). Esta medida se vié reforzada con la publicacion de la Norma Oficial Mexicana de pesca
responsable de tiburones y rayas NOM-029-PESC-2006 (D.O.F 2007), en la que se incluye a las
cuatro especies de Mustelus que habitan en el Golfo de California, y la veda stablecidade mayo a
julio a partir de 2011 (D.O.F, 2011).

La evaluacion del género Mustelus realizada por la IUCN (Union Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza) coloca a la mayoria de las especies, incluyendo las de este
estudio, en la categoria de menor preocupacion o con datos insuficientes, aunque algunas como
M. fasciatus y M. schmitti se encuentran catalogadas como en peligro critico y amenazada,
respectivamente (IUCN 2013, Rosa y Gadig 2010).
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3 Justificacion

El género Mustelus esta compuesto por una gran variedad de especies. A pesar de su importancia
ecologica y economica, la investigacion sobre su sistematica y evolucion es limitada. Este estudio
proporcionara informacion sobre su filogenia, asi como de los procesos evolutivos que han

influido en la diversificacion de este género.
4 Hipotesis

» Las relaciones filogenéticas de Mustelus seran congruentes con sus caracteristicas

morfoldgicas y de historia de vida como resultado de su historia evolutiva.
Prediccion

« Con base en las similitudes morfol6gicas y habitos ecolégicos M. lunulatus y M.
californicus seran filogenéticamente mas cercanos respecto a M. henlei y M. albipinnis,

los cuales a su vez estaran mas relacionados entre si.

5 Objetivos

5.1 Objetivo general
Determinar las relaciones filogenéticas de las especies de Mustelus del Pacifico Nororiental, en el

contexto de la evolucion del género.

5.2 Objetivos particulares
1. Determinar la filogenia de las especies de Mustelus del Pacifico nororiental usando
diferentes métodos de reconstruccion filogenética.
2. Discutir los posibles procesos de especiacion involucrados en la divergencia de las

especies de Mustelus en el Pacifico nororiental.
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6 Materiales y métodos

6.1 Area de estudio
El Golfo de California (GC) se localiza al noroeste de México, entre los 23° y 32° norte y 107° y

115° oeste (Fig. 5), esta ubicacion coincide con la transicidn entre regiones faunisticas templadas
y tropicales propiciando su gran riqueza bioldgica (Bizzarro et al. 2007). Al norte, la profundidad
es aproximadamente de 200 m lo que origina grandes intervalos de marea y una fuerte mezcla.
Este transporte de agua fria y rica en nutrientes hacen de esta region una de las mas productivas
del mundo, esta alta productividad también se presenta en la region de las grandes islas (Angel de

la Guarda y Tiburdn) en donde se manifiesta una surgencia continua.

Hacia la boca del golfo la profundidad aumenta alcanzando los 3000 m, estos cambios en la
profundidad son acompariados por un aumento en la complejidad del fondo marino (Lluch-Cota
et al. 2007). La temperatura también es sumamente variable a lo largo del Golfo, durante el
verano se registran las mayores temperaturas (32.6° C) en el norte y hacia la boca del golfo,
mientras que las menores (8.2° C) se dan hacia la mitad del golfo, cerca de las grandes Islas
(Lluch-Cota et al. 2007).

De las cuatro regiones en las que se divide el GC, la region del alto Golfo ha sido catalogada
como Reserva de la Biosfera por su alta diversidad biologica. En esta region se llevan a cabo
diversas actividades productivas bajo regulacién, como la pesca artesanal principalmente en tres
comunidades: San Felipe en Baja California, el Golfo de Santa Clara y Puerto Pefiasco en Sonora
(Rodriguez-Quiroz et al. 2010).
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Figura 5. Ubicacion de la zona de estudio en la region del Alto Golfo de California. La
escala indica la batimetria. Modificado de Lluch-Cota et al. 2007

6.2 Obtencion de muestras
Las muestras fueron obtenidas durante el periodo de 2002-2004 durante la investigacion doctoral

del Dr. Juan Carlos Pérez Jiménez, Laboratorio de Ecologia Pesquera del CICESE (Pérez
Jiménez 2006). Las muestras fueron recolectadas de organismos desembarcados por
embarcaciones menores, que utilizaron redes agalleras de fondo, y por barcos de mediana altura
que utilizaron redes de arrastre. La preservacion de muestras de masculo se realizo con etanol al
100% vy las vértebras al 75%.

A partir de este material se obtuvo en el presente estudio, un total de 38 muestras de las cuatro
especies de Mustelus presentes en el Golfo de California: M. californicus (n=10), M. lunulatus
(n=10), M. henlei (n=10) y M. albipinnis (n=8).
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6.3 Trabajo de laboratorio
6.3.1Extraccion de ADN

La obtencion de ADN se realiz6 con el método de cloruro de litio modificado (Gemmell y
Akiyama 1996). La extraccion de ADN consistio en tres principales fases: 1) lisis celular o
digestion, en la que la muestra de tejido fue colocada en un amortiguador de extraccion con
proteinasa K (10mg/ml) e incubada hasta que el tejido no sea visible; 2) la segunda fase consistid
en la eliminacién de proteinas y otros compuestos organicos por medio de una solucion de
cloroformo y alcohol isoamilico, para aumentar el rendimiento de extraccion se afiade LiCl 5M el
cual precipita el ADN. 3) la ultima fase correspondio en la precipitacion del ADN por medio de
sales y su limpieza por medio de etanol. Para conservar las muestras el ADN fue resuspendido
en solucion TE 1X almacenado a -20° C. Para verificar la obtencién de ADN, se realiz6 un gel de
agarosa al 1.5% y bromuro de etidio (10mg/ml) de 3ul del producto de la extraccion. El gel fue
colocado en una camara de electroforesis por 30 min a 100v y posteriormente fue fotografiado

en un transiluminador.

6.3.2 Amplificacion

6.3.2.1ADN mitocondrial
Se amplificaron los genes mitocondriales ND2 y ND4 utilizando los cebadores disefiados por

Naylor et al. al. (2005) y Boomer Stow (2010) respectivamente, ND2: llem-MustelusF (5'- AAG
GAC CAC TTT GAT AGA GT -3') y Asn-MustelusR (5'- AAC GCT TAG CTG TTA ATT AA -
3") ND4 MaND4F (5> ACC MAA AGC YCA CGT WGA AGC 3’) y MaND4R (5’ TCT TGC
TTG GAG TTG CAC CA 3°).

Para todos los individuos se llevd a cabo una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), de 25
pl con las siguientes condiciones: 0.18mM dNTPs, 0.28mM de cada cebador, 1X de PCR buffer
(Tris HCI 10 mM, KCI 50 mM y MgCl; 1.5 mM), y 1U de Taq ADN polimerasa y 2ul ADN (10-
50ng/ pl). Las condiciones de amplificacion fueron las mismas para ambos genes exceptuando la
temperatura de anillamiento. El perfil consistié en un ciclo de desnaturalizacion inicial de 3min a
94 °C seguido de 35 ciclos de 30s a 94° C, 30s a 52.7 °C (ND2) y 54.3 °C (ND4) (anillamiento

corresponiente) 60 s a 72°C y una extension final de 5mina 72 °C.
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6.3.2.2 ADN nuclear
Los genes nucleares RAGL1 e ITS2 fueron amplificados utilizando los cebadores disefiados para

tiburones por Boomer et al. (2012) y Pank et al. (2001); RAG1: MaRAGI1F (5 GTT GAT GAT
TAC CCA ATG GA 3°) y MaRAG1InR (5> TGA CTG AAT TCT GTA TGA AGC) y para el
ITS2 FISH5.85F (5° TTAGCGGTGGATCACTCGGCTCGT 3°) y FISH28SR (5'-
TCCTCCGCTTAGTAATATGCTTAAATTCAGC-3).

La reaccion de PCR para el RAG1 fue igual a la del ADNmt, el perfil de termociclado fue: 1
periodo inicial de desnaturalizacidn de 3min a 94°C, 35 ciclos de 30 s a 94°, 30s a 46.5°C, 60 s a

72°C y una extension final de 5min a 72°C.

Para la amplificacion del ITS2, se realizé una reaccion de 25 pl con 0.18Mm dNTPs, 0.28Mm de
cada cebador, 1X del buffer Hot Start (QUIAGEN Inc. Valencia CA), 1U de Tag ADN
polimerasa Hot Start (QUIAGEN Inc. Valencia CA), 2ul de ADN (10-50ng). Las condiciones del
termociclado fueron: 1 periodo inicial de desnaturalizacion de 15min a 94°C, 35 ciclos de 30 s a
94°, 30s a 55.3°C, 2min a 72°C y una extension final de 5min a 72°C. Para verificar los
productos de PCR, se corrieron las muestras en un gel de agarosa al 1.5% a 100 v durante 40 min.
Los productos de PCR fueron purificados por dos métodos: enzimaticamente usando Exo SAPIT
(USB Co., Ohio) o por columnas con QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN Inc. Valencia
CA), de acuerdo a los protocolos del fabricante. En este Gltimo método se comprobd la integridad
del producto del PCR, mediante un gel de agarosa al 1.5%. Posteriormente todos los productos

fueron secuenciados en secuenciador capilar ABI 3730XL (Macrogen, Corea).

6.4 Andlisis de datos
Las secuencias fueron editadas y alineadas con el programa Codon Code Aligner ver 4.1.1

(Codone Code Co.) y se obtuvieron los haplotipos para el analisis filogenético.
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6.4.1 Variabilidad genética

La diversidad nucleotidica se estimé para cada gen y cada especie con el programa Arlequin 3.5

(Excoffier y Lischer 2010) utilizando los haplotipos obtenidos anteriormente.

AL 1)
o fo:le{f P::P}d L]

L

Donde k es el numero de secuencias, Pi y Pj son las frecuencias en la i-ésima y j-ésima
secuencias, dj; es el numero de nucledtidos diferentes por sitio nucledtido entre la la i-ésima vy j-

ésima secuencia y L corresponde a la longitud de la secuencia analizada.

6.4.2 Modelos de sustitucidon nucleotidica

Para determinar el modelo evolutivo de mejor ajuste a los datos se utilizé el programa jModeltest
(Posada, 2008). Para cada gen, el programa analiza 88 modelos de sustitucion, el modelo con el
menor valor de cada criterio es el de mejor ajuste. Los criterios de informacién implementados en
este programa son el criterio de informacion de Akaike (AIC) y su correccion para muestras

finitas (AICc) y el criterio Bayesiano (BIC).

6.4.3 Analisis filogenéticos

Los analisis de reconstruccion filogenética se realizaron para cada gen por separado y
posteriormente se concatenaron las secuencias mitocondriales con en el programa Geneious v.6-1
(Biomatters) para su analisis conjunto. Se realizaron reconstrucciones filogenéticas de maxima
parsimonia y maxima verosimilitud con en el programa MEGA 5 (Tamura et al. 2011), analisis
de distancias genéticas con Neighbor Joining (NJ) en PAUP 4.0 (Swofford D. 2000) y analisis
bayesianos con el programa Mr. Bayes 3.2.2 (Ronquist y Huelsenbeck, 2003). Se opt6 por un
analisis de bootstrap no paramétrico con 500 réplicas, las cuales se consideran suficientes para un
adecuado soporte estadistico en los analisis de distancia (NJ), parsimonia y en maxima

verosimilitud (Batzoglou et al. al. 2009).
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El andlisis de maxima parsimonia se llevo a cabo con una parsimonia estandar en donde los
cambios tienen el mismo peso, la busqueda del arbol mas parsimonioso se realiz con el método
de busqueda heuristica usando el algoritmo Tree bisection reconection (TBR) para encontrar los

arboles mas parsimoniosos (Tamura et al. 2011).

Para conocer la direccion de los eventos de divergencia se utiliz6 un grupo externo para el
enraizamiento del arbol. Para los genes mitocondriales se utilizaron secuencias de Hemigaleus
microstoma perteneciente al mismo orden que Mustelus, pero a la familia Hemigaleidae,
previamente utilizado por Boomer et al. (2012). En el analisis de los genes nucleares se utilizaron
secuencias de Carcharhinus plumbeus debido a la falta de disponibilidad de secuencias de H.

microstoma para estos genes.

El andlisis de maxima verosimilitud se Ilevd a cabo bajo el modelo seleccionado para cada gen.
Se realiz6 el andlisis con y sin sitios faltantes para ver si se presentaba algin cambio en la
topologia. La busqueda del arbol de mayor verosimilitud fue con el método heuristico Nearest-
Neighbor-Interchange (NNI) (Tamura et al. 2011).

El analisis Bayesiano se inicié con 20,000 generaciones y se extendié hasta 33,600 generaciones
para obtener la convergencia del andlisis, que se alcanza cuando el valor de la desviacién
estandar de las frecuencias partidas (SDSF) se encuentra entre 0.05 y 0.01 y al presentarse un
factor de reduccion de escala (PSRF) lo mas cercano a 1. En el andlisis se obtuvo una SDSF
menor a 0.014 y PSRF entre 0.9 y 1.008, lo que indica una correcta convergencia (Ronquist y
Huelsenbeck, 2003). Como analisis complementario se realizé un arbol con neighbor joinig,
calculando las distancias génicas con el modelo HKY el cual fue el de mejor ajuste (Swofford,
2000)

6.4.4 Estimacion de los tiempos de divergencia

Para calcular los tiempos de divergencia se realizé un anélisis bayesiano por medio del programa
BEAST (Heled y Drummond 2010) con las secuencias concatenadas de ADNmt. Se utilizé un
reloj molecular estricto con una tasa de sustitucién 0.0037+ 4.6x 10™* por m.a calculada para otros
tiburones y una base de frecuencias estimada. El analisis corrié bajo el proceso de Yule como

modelo de especiacion con 30 millones de generaciones, considerando el 10% de las topologias
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iniciales como ‘burn in’ o descarte. Los resultados del analisis se visualizaron en el programa

Tracer View (Rambaut y Drummond, 2009)

7 Resultados

7.1 Secuencias de ADN
Se obtuvo un fragmento de 828 pb para el gen ND2 y uno de 695 pb para el gen ND4 con un total

de 214 y 192 sitios variables, respectivamente. Del gen RAG1 se obtuvo una secuencia de 725 pb
y 25 sitios variables mientras que para el ITS2 el fragmento fue de 770 pb con 147 sitios

variables. Ademaés se analizaron secuencias ortélogas provenientes de otras especies (Tabla 1).

Tabla 1. Numero de haplotipos por especie para los genes mitocondriales ND2 y ND4 y
nucleares ITS2 y RAG1. Los numeros entre paréntesis corresponden a los individuos
secuenciados para el ITS. Se presentan los nimeros de acceso de Genbank de las secuencias
analizadas de esa base de datos.

ND2 ND4 RAG1 ITS2 Individuos NUmero de acceso de

secuenciados  GeneBank
*

M. californicus 4 2 2 2 10 (6) ND2(DQ422125)
ND4 (DQ422062)
M. henlei 9 6 1 1 8(7) ND2(DQ422125)
ND4 (DQ422063)
M. lunulatus 4 4 1 6 10 (8) presente estudio
M. albipinnis 5 1 1 1 8 (6) presente studio
M. canis 1 1 - - - ND2  (DQ422129)
ND4 (DQ422067)
M. norrisi 1 1 - - - ND2 (DQ422126)
ND4 (DQ422064)
M. schmitti 1 1 - - - ND2 (DQ422122)
ND4 (DQ422060)
M. mosis 1 1 - - - ND2  (DQ422127)

ND4 (DQ422065)

M. mustelus 1 1 - - - ND2  (DQ422128)
ND4 (DQ422066)

* présente estudio



Tabla 1. (continuacion).

ND2 ND4 RAG1 ITS2 NUmero de acceso de

GeneBank

M. asterias 1 1 - - ND2(DQ422123) ND4
(DQ422061)

M. griseus 1 2 - ND2 (JQ599318) ND4
(JQ599304-JQ599305)

RAG1 (JQ599285)

M. widodoi 2 2 - - ND2 (JQ599316
JQ599317) ND4
(JQ599302-JQ599303)

RAG1 (JQ599286)

M. antarcticus 3 3 - ND2 (JQ599306
JQ599308) ND4
(JQ599290-JQ599292)

RAG1 (JQ599288)

ND2 (JQ599309
_ JQ599310) ND4
M. lenticulatus 2 3 (JQ599293-JQ599295)

RAG1 (JQ599287)

M. stevensi 2 3 ND2 (JQ599311
JQ599313) ND4
(JQ599296-JQ599298)

M. manazo 2 3 ND2 (JQ599314
JQ599315) ND4
(JQ599299-JQ599301)

RAG1 (JQ599289)

M. intermedius 1 1 ND2(DQ422131) ND4
(DQ422069)
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7.2 Diversidad genética
La diversidad nucleotidica de los genes mitocondriales fue relativamente baja en las cuatro

especies (Tabla 2) ND2 (7=0.0012-0.0058) y ND4 (7=0-0.0058). Sin embargo, la diversidad en
los genes nucleares es muy alta en M. californicus para ambos marcadores y en M. lunulatus para

el ITS2.

Tabla 2. Diversidad nucleotidica 7 obtenida para cada locus en las especies de Mustelus del
Pacifico oriental.

Especie ND2 ND4 RAG1 ITS2

M. californicus  0.001204 0.00114 0.206291 0.248094

M. lunulatus 0.005848  0.002864 0 0.677648
M. henlei 0.005848  0.002011 0 0
M. albipinnis 0.001596 0 0 0

7.3 Modelos de sustitucion
Los modelos elegidos por ambos criterios fueron congruentes en los cuatro genes, a excepcion

del modelo seleccionado por el criterio de Akaike para el ND2, sin embargo, los supuestos para
ambos modelos (TVM+G y HKY+G) son similares por lo que se trabajo bajo el modelo HKY+G

para los genes mitocondriales segun el criterio de informacion Bayesiano (BIC).
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La proporcién de nucleotidos fue similar en los genes mitocondriales y con el gen nuclear RAGL.
El ITS2 present6 diferentes proporciones con excepcion de la timina que fue muy similar en los
cuatro genes. Esto también se presentd para la tasa de transicion y transversion (R), la tasa de
transicion es 8 veces mayor en promedio al de transversion, en el ADNmt y el RAG1, mientras

que el ITS2 muestra una relacion casi de 1:1 (Tabla 3).

Tabla 3. Modelos de sustitucion seleccionados por los criterios de informacion AlCc y BIC.
Frecuencias de nucledtidos y tasa de transicion y transversion.

Gen AlCc BIC fregA freqC freqG freqT R (ti/tv)
ND4 HKY+G HKY+G 0.309 0.295 0.104 0.290 8.35
ND2 TVM+G HKY+G 0.303 0.27 0.119 0.298 9.19

RAG1 HKY+I HKY+I 0.309 0.167 0.258 0.263 7.1

ITS2 TIM2+l  HKY 0.109 0.306 0.335 0.249 0.863

7.4 Reconstruccion filogenética

7.4.1 ADNmt

En este andlisis se incluyen 17 de las 27 especies que conforman el género Mustelus. La
topologia fue congruente entre los dos genes y entre los cuatro tipos de analisis (neighbor joining,
parsimonia, verosimilitud y bayesiano) por lo que el analisis concatenado es adecuado para el
andlisis filogenético. El andlisis filogenético obtenido con las secuencias concatenadas de los
genes ND2 y ND4 resolvié satisfactoriamente la mayoria de las relaciones entre las especies de
Mustelus, como lo reflejan los altos valores de probabilidad posterior y bootstrap no paramétrico
de la mayoria de las ramas (Fig. 6). El arbol presenta una separacion basal de dos grupos
monofiléticos. Por un lado se encuentra el clado conformado por las especies del Pacifico (M.
albipinnis, M. henlei, M. californicus, M. lunulatus), del Atlantico (M. canis, M. mustelus y M.
norrisi) y del Indo-Pacifico (M. mosis, M. widodoi y M. griseus) (clado A, en Fig. 6), y por el
otro el clado que agrupa monofiléticamente a las especies del Indo-Pacifico (M. manazo),



23

Australasia (M. lenticulatus, M. antarcticus, M. stevensi) y dos especies del Atlantico (M.
asterias y M. schmitti) (clado B, en Fig. 6).

El clado A presenta una politomia en su base aunque incluye tres clados fuertemente soportados,
el primero conformado por M. albipinnis, M. intermedius, M. canis, M. henlei y M. norrisi, el
segundo por M. widodoi y M. mosis y el tercero formado por M. californicus y M. lunulatus. Las
especies con menor soporte fueron M. griseus y M. mustelus, cuyas relaciones difirieron entre los

métodos de analisis.

Por otra parte, el clado B presenta una filogenia resuelta para todas las especies, con valores
superiores al 80% por lo menos en la prueba de analisis bayesiano, particularmente la monofilia

de M. antarcticus, M. lenticulatus y M, stevensi es fuertemente soportada.

Ademas del grado de resolucion entre especies, los clados difieren respecto a la congruencia
geogréfica ya que mientras que las especies de Australasia son monofiléticas, las especies del
Pacifico y principalmente las del Atlantico no lo son.

Comparando los dos clados principales se observa que la divergencia, indicada por la longitud de

las ramas, es mayor entre las especies del Pacifico que entre las especies de Australasia.
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Figura 6. Filogenia del género Mustelus reconstruida por medio de analisis Bayesiano y
basado en las secuencias concatenadas de los genes mitocondriales ND2 y ND4 (1523 bp). Se
indican los clados A y B referidos en el texto. El anélisis se realiz6 bajo el modelo HKY+ G.
El soporte estadistico se indica con los valores de probabilidades posteriores y bootstrap
(500 réplicas) (Bayesiano/ML/MP/NJ). Los guiones indican que en el analisis no se presento
ese nodo. El simbolo de asterisco indica que en el analisis no se presentdé un valor de
bootstrap. La rama del grupo externo ha sido reducida para aclarar la figura y por lo tanto

no aplica la escala sefalada.
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7.4.2 ADN nuclear

En el analisis del gen RAGL1 solo se incluyeron nueve especies, M. californicus, M. lunulatus, M.
henlei, M. albipinnis, M. lenticulatus, M. antarcticus, M. manazo, M. griseus y M. widodoi. Para
el resto de las especies no se encontraron secuencias disponibles en GenBank. Al igual que en el
andlisis de ADN mitocondrial se reconstruyo la filogenia con los cuatro métodos, parsimonia,

verosimilitud y bayesiano.

La filogenia obtenida en los tres analisis presenta una topologia poco resuelta y con varias
politomias. Esto se refleja también en bajos valores de soporte que indican una sefial filogenética
baja e insuficiente para resolver las relaciones entre las nueve especies analizadas (Fig. 7). Sin
embargo, algunos clados muestran altos valores de bootstrap como el conformado por M.
antarcticus, M. lenticulatus y M. manazo, asi como el de M. griseus y M. widodoi. También se

confirma la relacion entre M. albipinnis y M. henlei.
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Mustelus lunulatus

Mustelus californicus

Mustelus albipinnis
-I--/98

Mustelus henlei

——— Mustelus griseus
86/84/83/89

Mustelus widodoi

Mustelus lenticulatus

99/98/96/90

Mustelus antarcticus

—— Mustelus manazo

/\/ Carcharhinus plumbeus

0.05

Figura 7. Filogenia Mustelus lunulatus, M. californicus, M. albipinnis, M. henlei, M.
griseus, M. widodoi, M. lenticulatus, M. antarcticus, M. manazo y como grupo externo
Carcharhinus plumbeus obtenida mediante analisis bayesiano, basado en las secuencias
del gen nuclear RAG1. El analisis se realizd con el modelo HKY+I. Los valores de
soporte a los linajes son las probabilidades posteriores y valores del bootstrap no
parameétrico (500 pseudo-replicas) (Bayesiano/ML /MP/NJ). La rama del grupo externo
ha sido reducida para aclarar la figura y por lo tanto no aplica la escala sefialada
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En el andlisis del ITS2 so6lo se incluyeron las especies del Pacifico mexicano, M. albipinnis, M.
henlei, M. lunulatus y M. californicus, debido a que no se cuenta con secuencias disponibles para

el resto de las especies. La resolucidn filogenética fue muy baja, y solamente quedd soportada la

relacion entre M. californicus y M. lunulatus (Fig. 8).

—— Mustelus lunulatus
100/95/90/96
L Mustelus californicus
100/-/-/-
L Mustelus albipinnis
il L Mustelus henlei
/‘\// Hemigaleus
microstoma
0.003

Figura 8. Filogenia de cuatro especies del Pacifico oriental de M. lunulatus, M.
californicus, M. albipinnis, M. henlei obtenida por medio del analisis bayesiano, basado
en las secuencias del gen nuclear 1TS2. El andlisis se realizé con el modelo HKY. El
soporte se indica con y probabilidades posteriores y los valores de bootstrap (500
pseudorréplicas) (Bayesiano/ML/MP/NJ).
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7.5 Tiempos de divergencia
El arbol ultramétrico, que asume un reloj molecular mitocondrial, presentd una topologia

congruente con el andlisis bayesiano de ADNmt (Fig. 9). La separacion de los dos clados
principales ocurrio hace aproximadamente 18 m.a Una posterior divergencia dentro del clado A
hace 8.8 m.a origind dos clados, el primero en el que se separan M. californicus y M. lunulatus
(5.7 m.a) y el segundo que incluye al resto de especies del Pacifico y Atlantico y cuyos tiempos
de separacion son relativamente cercanos (4-8 m.a) a excepcion de M. albipinnis con 150 mil
afios de haberse originado. En el clado B la divergencia se dio entre los 2 y 5 m.a siendo M.

schmitti la especie méas ancestral y M. antarcticus y M. lenticulatus las mas recientes.

0.149 [ Mustelus albipinnis
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Mustelus lunulatus

5701
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1 429 2.186 by ctolus stevensi

3.785

Mustelus asterias

3.004 Mustelus manazao

I)\\/ Hemigaleus microstorma
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Figura 9. Arbol ultramétrico obtenido asumiendo un reloj molecular mediante el
programa BEAST, los tiempos de divergencia corresponden a millones de afios, la
rama del grupo externo no representa la escala sefialada.
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La topologia obtenida en este estudio es congruente en su mayoria con los trabajos publicados

sobre filogenia del género Mustelus (Boomer et al. 2012, Lopez et al. al. 2006, Naylor et al.

2012) basados también en los genes utilizados en este estudio (Fig. 10 y 11).
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Figura 10. Hipdtesis sobre la filogenia

Hemigaleus microstoma Presente estudio

de Mustelus, obtenidas mediante genes

mitocondriales ND2 (Naylor et al. 2012,p.39); ND2, ND4 y cytB (LOpez et al.
2006,p.54); y ND2 y ND4 (este estudio). Enmarcados con lineas punteadas se indican
los taxa exclusivos del analisis de Naylor et al. 2012.
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La politomia en la base del clado A también se presenta en el andlisis realizado por Naylor et
al.( 2012 ), generalmente las politomias se presentan por falta de datos o poco poder de
resolucion (politomias blandas). Respecto a la los datos utilizados en ambos analisis, tanto el
namero de taxa (17 de 27 especies) como la resolucién de los marcadores es adecuada. Esto
podria indicar que se trata de una divergencia real (politomia dura) resultado de una réapida
diversificacion del género, como ya ha sido propuesto anteriormente (Boomer et al. 2012) y no
se trate simplemente de una insuficiente sefial filogenética por parte de genes demasiado
conservados (politomia blanda). En la familia Orectolobidae también se ha registrado este
proceso, sin embargo en la filogenia correspondiente no se presentan politomias (Corrigan y
Beheregaray 2009).

La monofilia del grupo conformado por M. albipinnis, M. canis, M. henlei y M. norrisi , al igual
que en M. stevensi, M. lenticulatus y M. antarcticus, M. asterias, M. manazo y M. schmitti
también es congruente con los analisis previamente publicados, aunque si resaltan algunas
diferencias como la posicion de M. californicus y M. lunulatus en la filogenia obtenida por
Naylor et al (2012), en su trabajo incluyen una especie no nombrada (Mustelus spl.) como
especie hermana de M. californicus, sin embargo no resuelve la posicion de M. lunulatus. Esto
contrasta con lo obtenido en el presente estudio ya que bajo los tres métodos de reconstruccion se
presentaron como especies hermanas, con un alto soporte, lo que indica que las secuencias

poseen suficientes sinapomorfias para resolver la filogenia.

Las diferencias entre los trabajos publicados y el presente estudio se deben principalmente a los
taxa analizados, particularmente entre las especies del Indo Pacifico. Por ejemplo, Naylor et al.
(2012) incluyen a M. ravidus como especie hermana de M. widodoi, y en el andlisis de Boomer et

al., (2012) esta ultima especie es mas cercana a M. griseus.
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Un aspecto a resaltar en el muestreo es la posicion de M. albipinnis. En el presente se ubica como
especie hermana de M. intermedius mientras que en el estudio de Naylor et al. (2012) no se
incluye y en su lugar se presenta M. canis. La informacién de M. intermedius es limitada ya que
no es una especie formalmente descrita y sélo se incluye en la tesis de Heemstra (1973), con
muestras de Baja California Sur, Panama, Colombia y Ecuador, ademas de la secuencia incluida
en este estudio que fue obtenida de un espécimen de las costas de Baja California (Lopez,
com.per) lo que coincide con la distribucion de M. albipinnis. La longitud de las ramas indica una
divergencia minima entre ambas especies por lo que es probable que sean el mismo taxén, en

consecuencia se requieren de mas estudios taxondémicos que confirmen esta informacion.

En este estudio vuelve a presentarse el patron observado previamente por Lépez et al. (2006) y
Boomer et al. (2012), consistente en la monofilia reciproca de especies con diferente tipo de
reproduccion (Figura 11, Tabla 4). Debido a la presencia de estos dos modos de reproduccion, las
especies de la familia Triakidae y particularmente el género Mustelus han sido una ventana en el
estudio evolutivo de este caracter. Al respecto se ha sugerido que el estado ancestral es el modo

placentado y el caracter derivado es la reproduccion aplacentada.
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Tabla 4. Distribucién geografica y modos de reproduccion de las especies incluidas en el presente
analisis con excepcion de M. intermedius. Modificado de (Boomer et al. 2012).

Especie Distribucion Reproduccion

M. californicus Sur de Californiay GC Placentado

M. lunulatus Pacifico, GC Placentado

M. albipinnis Baja California, Golfo de Placentado
California, Per(, Ecuador

M. canis Atlantico, Golfo de Meéxico, Placentado
Guatemala, Norte de Argentina
y Sur de Brasil

M. henlei Baja California, Golfo de Placentado
California, Per(, Ecuador

M. mosis India, Mar Rojo, Sri Lanka Placentado

M. widodoi Indonesia (endémico) No conocido

M. mustelus Noroeste del Atlantico, Mar Placentado
Mediterraneo, Sudafrica

M. griseus Taiwan, Japon Placentado

M. norrisi Golfo de México Venezuela y Placentado
Sur de Brasil

M. lenticulatus Nueva Zelanda (endémico) Aplacentado

M. antarcticus Australasia Aplacentado

M. stevensi Noroeste de Australia Aplacentado

M. manazo Indonesia, Taiwan , Japon Aplacentado

M. asterias Africa y mar Mediterraneo Aplacentado

M. schmitti Brasil Argentina Aplacentado

La falta de concordancia geografica entre la distribucion de M. canis, M. schmitti y M. norrisi y

su cercania filogenética con especies de otras regiones, puede deberse a que durante el proceso de

divergencia entre las especies del Atlantico y el Pacifico existiera cierto flujo genético mientras

ocurria la formacién del Istmo de Panama a finales del Mioceno e inicios del Plioceno (5 m.a).

Retomando el tipo de reproduccion, es interesante que es la caracteristica biologica que comparte
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cada grupo independientemente de su distribucion, respecto a este punto se propone que la
divergencia de los linajes con distinto tipo de reproduccion fue previa a la radiacion global del

género (Boomer et al. al. 2012).

El grupo del Indo-Pacifico muestra cierta concordancia geografica ya que forman un grupo
monofilético; sin embargo, es interesante que sean mas cercanos a las especies del Pacifico
Noriental particularmente al ser especies con una distribucion mucho més limitada y en el caso de
M. widodoi ser endémica de las costas de Indonesia. Si bien la distancia geogréfica es
considérable entre el Indopacifico y el Pacifico Este, ademas de la presencia de la Barrera del
Pacifico Este, una conexion historica entre los grupos anteriormente mencionados podria haber
ocurrido con el uso de los archipielagos del Pacifico sur como ’trampolines’ o stepping stones
como lo ocurrido con Carcharhinus limbatus y Sphyrna lewini cuyo centro de origen se
indentifio en el Indopacifico y una colonizacion posterior a hacia el Pacfico Este (Duncan et al.
2006; Keeney & Heist 2006).

8.1.2 ADN nuclear

El uso de marcadores nucleares en sistematica ha ido en aumento, estos se han enfocado
principalmente en la resolucién de divergencias profundas con niveles taxonémicos mayores
como clases y érdenes, sin embargo, también pueden resultar utiles en el analisis de divergencias
recientes ya que el nivel de saturacion es menor en comparacion con los marcadores

mitocondriales (Steppan et al. 2004).

El gen RAGL1 es un gen codificante de copia Unica, libre de intrones, que ha sido utilizado en
analisis filogenéticos de diversos vertebrados (Gruber et al. 2007), principalmente a nivel de
orden, en aves y peces (Paton et al. 2003, Rocha et al. al. 2008), y también a nivel de familia en
algunos mamiferos (Steppan et al. al. 2004). Contiene regiones muy conservadas y no se ha
reportado saturacion, lo que le otorga una mayor calidad como marcador molecular (Chiari et al.
al. 2009).



35

En tiburones se ha utilizado este marcador en grupos problematicos como la familia Triakidae y
la familia Scyliorhinidae, obteniendo un alto grado de resolucion soportando la hipdtesis de

parafilia entre estas dos familias (Iglésias et al. al. 2005).

El nivel de resolucion obtenido con el gen RAG1 es coincidente con lo publicado por Lépez et al.
al. (2006) para Mustelus. Por lo menos para estas especies, y muy probablemente para otros
tiburones, el analisis filogenético a nivel de especie requiere marcadores con una mayor tasa de
sustitucion, considerando que en elasmobranquios la tasa de mutacion es mucho menor en
comparacion a la de otros vertebrados (Martin 1999), por lo que se espera que la cantidad de
sitios informativos o sinapomorfias sea menor. Retomando las caracteristicas de este marcador se
ha reportado una alta heterogeneidad en la composicion de bases lo que pudiera afectar la sefial
filogenética. Se ha identificado que la region 5° es mas variable y menos afectada por la
heterogeneidad en comparacion a la region 3’ (Chiari et al. al. 2009). El fragmento utilizado en
este trabajo corresponde a la region 3’ lo que explicaria en parte el poco nivel de variabilidad y

resolucion obtenido.

Por otro lado, el ITS2 presenta multiples copias y una rapida evolucidon, por lo que ha sido de
gran utilidad en el estudio de variacion interespecifica. En tiburones, ha sido muy utilizado para
la identificacion de productos provenientes de especies bajo una fuerte explotacion pesquera y
cuyas poblaciones estan declinando, o especies en peligro de extincién (Abercrombie et al. al.
2005, Magnussen et al. al. 2007).

Al igual que en arbol obtenido con el RAGL, en el arbol obtenido con el ITS2 se presentan
politomias pero se mantiene la congruencia de los grupos. Esto es interesante debido a la
diferencia en las tasas de evolucion de estos marcadores. Esto podria sugerir que el 1TS2 pudiera

usarse en analisis con divergencias mas profundas.

Posiblemente con la concatenacién de ambos genes nucleares se hubiera obtenido un mejor
resultado como con la concatenaciéon de los genes mitocondriales pero la falta de secuencias
disponibles no lo permitio A pesar de las diferencias entre los genes mitocondriales y nucleares la
combinacion de ellos, parece dar resultados mucho mas robustos, similar a los obtenidos en el
analisis filogenético de la familia Sphyrnidae en el cual se concatenaron genes de ambos

genomas (Lim et al. al. 2010).
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8.3 Tiempos de divergencia y escenarios de especiacion

La estimacion de los tiempos de divergencia para el género Mustelus Unicamente se habia
realizado para las 6 especies presentes en el Indo Pacifico, por lo que este estudio provee una

informacién mucho méas amplia para entender la evolucion del género.

La divergencia de linajes se ubica entre el Mioceno tardio (12-5.3 m.a) y el Plioceno (5.3-1.8).
Durante este periodo se presentaron en el Pacifico diversas transiciones geologicas y climaticas
que crearon un ambiente propicio para la diversificacién de diversas especies. Los cambios
geoldgicos incluyen una fuerte actividad tectonica que origino el levantamiento de la meseta de
Colorado y la Sierra Nevada, asi como la separacion de la Peninsula de Baja California. Durante
el mioceno tardio se origind en el mar un régimen de surgencias que proveyd ambientes ricos en
nutrientes y mayor disponibilidad de alimento, asi como el establecimiento de los bosques de
Kelp, los diversos cambios en el nivel del mar propiciaron mayores habitats costeros. (Jacobs et
al. al. 2004).

Sobre los procesos de especiacion de este género, se ha planteado un escenario de dispersion para
las especies de Australasia en ausencia de barreras geograficas (Boomer et al. 2012). Para las
especies del Pacifico se discuten los diferentes modelos de especiacion enfatizando en una

hipotesis de especiacion ecoldgica con base a la informacién bioldgica de las especies.

Para contrastar las hipdtesis de especiacion ecoldgica generalmente se considera el modelo
alopatrico como hipdtesis nula. Este planteamiento es factible considerando los eventos
vicariantes relacionados a la formacion de la peninsula de Baja California como una posible

barrera geogréfica.

La historia geoldgica del GC es compleja ya que involucra movimientos de placas y de actividad
volcanica. La formacion de la protopeninsula se inici6 hace aproximadamente 12.5 m.a con la
consecuente formacién de un proto golfo ubicado aproximadamente en lo que actualmente es la
region del Alto Golfo, lo que proporciond nuevos habitats. Esta separacion también estuvo
acompafiada con la formacién de pequefias islas volcanicas al sur en la region de los Cabos.
Durante el Mioceno tardio (~7.5 m.a) la proto peninsula se separé de tierra firme desplazandose

hacia el sur, formando un canal entre el proto golfo y el Pacifico en la region del norte facilitando
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la colonizacidn en ambos lados de la peninsula, a su vez las islas volcéanicas en el sur formaron un
archipiélago. Posteriormente se presentd un nuevo desplazamiento de la peninsula hacia el norte
entre los 6 y 5 m.a y hacia los 4 m.a la peninsula y el Golfo casi presentaban su conformacién
actual, con la excepcion del canal formado hacia el sur de la peninsula que mantuvo la conexion
entre el Pacifico y el reciente Golfo hasta mediados del Plioceno (~3 m.a). Ademas de los
cambios geoldgicos estos eventos originaron que las condiciones oceanograficas difirieran
ampliamente siendo el GC mucho méas salino y con mayor temperatura que el Pacifico
(Sandoval-Castillo 2011).

La formacién de la peninsula de Baja California (PBC) y el Golfo de California sin duda han
moldeado la estructura genética de diversos organismos marinos. Su influencia en organismos
con menor capacidad de dispersion pudiera ser mayor mientras que el efecto en especies de

mayor vagilidad pudiera ser menos tangible.

En batoideos se ha encontrado una significativa diferenciacion genética entre las poblaciones del
Golfo de California y las del Pacifico, lo que sugiere la presencia de especies cripticas (Castillo-
Péez et al. al. 2013, Sandoval-Castillo et al. al. 2004, Sandoval-Castillo y Rocha-Olivares 2011).
Dos de las especies estudiadas, Rhinobatus productus y Zapterix exasperata presentan una menor
vagilidad, de manera particular las poblaciones de R. productus en esta region se aislaron
aproximadamente hace 3 m.a coincidiendo con el cierre del pasaje entre el GC y el Pacifico. Un
resultado poco esperado fuel el obtenido con la raya Rhinoptera steindachneri cuya capacidad de
dispersion es mucho mayor sin embargo, también se encontré una diferenciacion genética, esto
sugiere una posible especiacion criptica en la region del Pacifico (Sandoval-Castillo y Rocha-
Olivares 2011).

Para hipotetizar el lugar de origen de las especies distribuidas en el Pacifico, podriamos plantear
dos escenarios. El primero en el que hubieran tenido su origen en la region del Pacifico de la PBC
con una colonizacion hacia el sur por parte de M. henlei, M. lunulatus y M. albipinnis las cuales
podemos considerarlas como especies de distribucion tropical y subtropical, mientras que M.
californicus se limita a la region subtropical y el segundo con un origen hacia el sur y una
posterior colonizacion hacia la PBC y el GC. La cercania filogenética de M. canis y M. norrisi
cuya distribucion en el Atlantico Oeste incluye la region tropical del Golfo de México y sur de
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Brasil podria indicar un ancestro subtropical por lo menos para las especies de mayor

distribucion, lo que apoyaria el segundo escenario.

Para conocer el efecto de la peninsula como barrera geografica, estudios sobre estructura
poblacional en M. henlei muestran que los individuos del GC y del Pacifico representan una
metapoblacidn con un flujo significativo y no hay evidencia de una estructura genética asociada a
barreras historicas, mas bien una reciente colonizacion en esta area (~1m.a), enfatizando una
mayor capacidad de dispersion y la diferencia con otros elasmobranquios bénticos, como
batoideos, en los que si se encontrd una fuerte diferenciacion genética (Sandoval-Castillo 2011).
Recordando que esta especie presenta una distribucion discontinua hacia Ecuador y Pert, su
divergencia pudiera estar mas ligada a la historia del Istmo de Panama.

Si bien la divergencia de las especies del Pacifico oriental no se relaciona directamente con los
eventos vicariantes del GC, la complejidad del ambiente en esta region y los continuos cambios
ambientales, pudieron favorecer la colonizacion de habitats por medio de la dispersion. Como se
menciona anteriormente este modelo se ha propuesto para M. antarcticus, M. stevensi y M.

lenticulatus (Boomer et al. al. 2012).

Finalmente, en relacion a la especiacion ecoldgica (simpatrica y parapatrica), cada vez mas
estudios apoyan este mecanismo de divergencia, particularmente en ambientes marinos dado a las
pocas barreras biogeograficas que se presentan en comparacion con los ambientes terrestres. En
este proceso el aislamiento reproductivo se desarrolla como consecuencia de la seleccion
divergente sobre caracteres morfoldgicos, fisiolégicos o de comportamiento relacionados al
ambiente (Schluter 2001). La especiacion simpétrica se define como la divergencia de especies
sin aislamiento geografico. Uno de los bemoles de este modelo es la dificultad de obtener datos
empiricos y la dificultad de rechazar la hipotesis nula de alopatria, debido a que la mayoria de los
casos en los que se puede hipotetizar la especiacion simpatrica también pueden explicarse como
un contacto secundario posterior a una divergencia por alopatria (Rocha y Bowen 2008).
También bajo la especiacién simpatrica, el desarrollo de las barreras reproductivas y la
adaptacion para la coexistencia se desarrollan casi simultdneamente por lo que en la naturaleza
parece ser un escenario menos probable. Sin embargo, en peces 6seos como los del género
Hexagrammos se ha podido comprobar experimentalmente el aislamiento reproductivo sin la

presencia de una barrera geografica (Crow et al. al. 2010). Esto también se ha sugerido en otros
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peces arrecifales como especies de Hippocampus presentes en el Pacifico y el Atlantico y en los
‘hamlets o vacas’ del genero Hypoplectrus, enfatizando su especializacion en el habitat y breve o

ausente periodo de dispersion larval (Rocha y Bowen 2008).

En el modelo parapétrico la divergencia ocurre aun en presencia de cierto flujo genético entre
poblaciones. Presenta dos tipos, el primero es el de gradiente en el cual especies con
distribuciones contintas a lo largo de hébitat con gradientes ambientales. EI segundo tipo se
denomina ‘stepping stone’ ya que las especies presentan distribuciones en parches en ambientes
con diferente nivel de variacion ambiental (Coyne y Orr 2004). Este segundo tipo podria explicar
la alta diversificacion en habitats arrecifales, en el que la mayoria de las especies presentan un
alto nivel de retencién larval, fomentando la reproduccion selectiva y atenuando el efecto del
flujo génico. Otro factor que tiene influencia en la diferenciacion de subpoblaciones es la
presencia de barreras intermitentes o parciales las cuales permiten que las adaptaciones locales se
alcancen maés rapidamente; este tipo de barreras son las mas comunes en el ambiente marino
(Rocha y Bowen 2008).

En cuanto a elasmobranquios, la mayoria de las especies presenta una distribucién continua, en la
que se enfrentan a diferentes condiciones ambientales, por lo que el modelo de gradiente parece
ser una hipétesis viable especialmente para aquellas de mayor movilidad. En el caso de la raya
Rhinoptera steindachneri, en la que se propone una especiacion criptica, esta pudiera darse bajo
el modelo parapatrico, ya que la peninsula de Baja California no representa en este batoideo una
barrera geografica evidente, sin embargo la fuerte variacion en las condiciones ambientales a lo
largo de la distribucion en la region del Pacifico y el Golfo de California pudieron promover el
proceso de especiacion. Es importante enfatizar que el gradiente ambiental se presenta tanto en el
eje horizontal de la distribucion (geografico) como en la vertical (columna de agua), y que
muchas veces este segundo gradiente puede ser mas fuerte. En este gradiente batimétrico las
especies de M. californicus, M. lunulatus, M. henlei y M. albipinnis muestran una clara
diferenciacion en su distribucion vertical, que involucra otras diferencias en el uso de habitat,
particularmente en sus habitos alimentarios y que ademas se refleja en la morfologia de los
dientes (Tabla 5) En su conjunto esta informacion podria sugerir un proceso de especiacion

ecologica.
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Tabla 5 Comparacion de datos ecoldgicos y morfoldgicos de las especies de Mustelus presentes
en el Pacifico Nororiental

M.californicus M.lunulatus M. albipinnis M. henlei
Uso de 0-100m (~20 m) 0-100m (~20 m) ~200m, 30~260m
hébitat
Alimentacién Crustaceos y Crustaceos y Peces Peces
poliquetos poliquetos mictofidosy  mictofidos y
crustaceos crustaceos
Dientes Molariformeso  Molariformeso  Fuertemente  Ligeramente
con cuspide baja con clspide baja asimétricos asimétricos
y redondeada y redondeada con cuspide  cuspide alta,
redondeada aguda

8.4 Perspectivas en el estudio de la especiacion
Es evidente que el estudio de la especiacion se requiere una vasta cantidad de informacion sobre

biologia, ecologia y genética de las especies, lo cual supone un reto en particular, para aquellas
especies cuyo estudio no esta tan desarrollado o el acceso a las muestras es complicado como en
el caso de los elasmobranquios. Otro reto es el entendimiento del desarrollo de las barreras
reproductivas y su componente genético. Afortunadamente este Ultimo punto ha mostrado
avances importantes a partir de la dltima década. Con el creciente uso de herramientas
moleculares la comprobacion de hipétesis biogeograficas y de especiacion es mas frecuente.
Ademas, por medio de la gendmica, la busqueda de genes involucrados en la especiacion provee

un nuevo campo de posibilidades (Rocha y Bowen 2008).

Actualmente los criterios para una correcta identificacion de los llamados genes de especiacion es
mucho méas completa, estableciendo tres puntos: 1) el gen debe tener un efecto en el aislamiento
reproductivo actual; 2) la evolucién del locus debe ocurrir antes que el proceso de especiacion se
complete y; 3) el efecto o grado del gen en el aislamiento reproductivo al momento de su
divergencia. Los genes que méas se han estudiado son los involucrados en la infertilidad de los
hibridos o inviabilidad (aislamiento postcig6tico). Sin embargo, la identificacién de genes que
contribuyan en el aislamiento basado en componentes ecolégicos ha sido insuficiente,

considerando la frecuencia con que este proceso se puede presentar en la naturaleza. La mayoria
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de los estudios se han realizado en insectos incluyendo la mosca de la fruta Drosophila, los
lepidopteros Heliconus y Ostrina, mientras que en vertebrados se han incluido al raton domestico

y algunos peces de la familia Gasterosteidae (Nosil y Schluter 2011).

Conclusiones

El presente estudio permitio resolver satisfactoriamente las relaciones filogenéticas de la mayoria
de las especies de Mustelus, incluidas en el analisis, principalmente mediante los marcadores
mitocondriales. Si bien las topologias obtenidas con genes separados tuvieron una buena
resolucion, el analisis con las secuencias de ADNmt concatenadas aumentd el soporte estadistico
de cada nodo por lo que es altamente recomendable el uso de mas de un marcador molecular en
estudios filogenéticos posteriores. Este trabajo incluye un mayor nimero de taxa a lo previamente
publicado con excepcion de la filogenia realizada por Naylor et al. (2012) y la estimacion de los

tiempos de divergencia obteniendo un panorama méas completo de la evolucion del género.

Con relacién al uso de marcadores nucleares, los resultados de este trabajo pueden considerarse
exploratorios ya que el niumero de taxa incluidos fue mucho menor que en los mitocondriales y

estos genes no han sido ampliamente utilizados en la sistematica de tiburones a nivel de especie.

Para mejorar el resultado obtenido en este estudio podria realizarse un analisis bayesiano mixto

en el que se concatenen en un mismo set de datos secuencias nucleares y mitocondriales.

El planteamiento de una posible especiacion ecoldgica para las especies del genero Mustelus
presentes en el Pacifico, permite la exploracion de un escenario diferente a lo hipotetizado
anteriormente en elasmobranquios, pero que para otras especies marinas como peces 0se0s 0
invertebrados es mas frecuente. Si bien es necesaria mas informacion sobre estas especies la
congruencia de la informacidn ecolédgica y morfoldgica con las relaciones filogenéticas obtenidas
de M. albipinnis, M. henlei, M. californicus y M. lunulatus es un primer dato a considerar en este

mecanismo de especiacion y en el entendimiento de su historia evolutiva.
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