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RESUMEN

Triaenodon obesus o tiburdn de arrecife de punta blanca es una de las tres especies de
tiburdn de arrecife con la distribucion més amplia en la region Indo-Pacifica. Sin
embargo, resulta paradojica su estrategia de vida caracterizada por desplazamientos
cortos, habitos sedentarios y alta fidelidad residencial. Planteando interrogantes sobre su
conectividad genética. Considerando su rol clave como depredador en ecosistemas
arrecifales y su estado de vulnerabilidad segtin la UICN, debido a la pérdida de hébitat y
la presion pesquera. Este estudio busco determinar la conectividad y diversidad genética
de T. obesus en los archipi¢lagos de Galapagos (Ecuador) y Revillagigedo (México),
ambos Patrimonio Natural de la Humanidad. Se analizaron regiones parciales de ADN
mitocondrial, correspondientes a los genes COX1 y ND4 de 52 muestras de tejido: 32
de Revillagigedo y 13 de Galapagos, recolectadas entre 2015 y 2024. Se construyeron
redes de haplotipos que revelaron un haplotipo dominante compartido entre ambas
localidades, sugiriendo conectividad genética. Ademas, se elabord un arbol filogenético
mediante el método de méxima verosimilitud, el cual detecto la posible identificacion
erronea de una muestra en campo. En cuanto a la diversidad genética, los indices de
diversidad haplotipica y nucleotidica requieren una mayor representatividad de muestras
y analisis por archipiélago para establecer conclusiones claras, mientras que las pruebas
de neutralidad de D de Tajima y Fs de Fu no fueron estadisticamente significativas en
ningun archipiélago. No obstante, los resultados obtenidos establecen una linea base en
estas localidades para comprender la conectividad y estructura genética de la especie.
Informacion que podria ser crucial para desarrollar estrategias de conservacion,

establecer areas marinas protegidas y evaluar su resiliencia.

Palabras clave: Movimientos, polimorfismo, haplotipos, marcadores mitocondriales,

ND4, COX1.



ABSTRACT

Triaenodon obesus, commonly known as the whitetip reef shark, is one of three reef
shark species with the broadest distribution in the Indo-Pacific region. Paradoxically,
this species exhibits a life history strategy characterized by short-distance movements,
sedentary habits, and high site fidelity, raising important questions about its genetic
connectivity. Given its ecological role as a key predator in reef ecosystems and its
current Vulnerable status by the [IUCN, due to habitat degradation and fishing pressure.
This study aimed to assess the genetic connectivity and diversity of 7. obesus
populations in the Galapagos (Ecuador) and Revillagigedo (Mexico) archipelagos, both
recognized as Natural World Heritage Sites. Partial mitochondrial DNA regions
corresponding to the COX1 and ND4 genes were analyzed from 52 tissue samples: 32
from Revillagigedo and 13 from Galapagos, collected between 2015 and 2024.
Haplotype network analyses revealed a dominant haplotype shared between both
archipelagos, suggesting genetic connectivity. Additionally, a phylogenetic tree
constructed using the Maximum Likelihood method indicated a potential
misidentification of one field sample. Regarding genetic diversity, the haplotype and
nucleotide diversity indices suggest the need for broader sample representation and
separate analyses per archipelago to draw robust conclusions. Moreover, neutrality tests
(Tajima’s D and Fu’s Fs) were not statistically significant in either location. Despite
these limitations, the results provide a valuable baseline for understanding the genetic
structure and connectivity of 7. obesus at these sites. This information could be
essential for guiding conservation strategies, establishing marine protected areas, and

evaluating the species' resilience.

Keywords: Movement patterns, polymorphism, haplotypes, mitochondrial markers,

ND4, COX1.
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Caracteristicas generales de Triaenodon obesus

El tiburdn punta blanca de arrecife (Triaenodon obesus) perteneciente a la familia
Carcharhinidae, fue asignado inicialmente al género Carcharias por Riippell, quien lo
describi6. No obstante, Miiller y Henle, en 1837, propusieron su reclasificacion dentro
del género Triaenodon. Esta especie es de tamafio mediano y cuerpo delgado, con una
longitud precaudal de hasta 213 cm. Posee una cabeza ancha y deprimida, con un
hocico corto y redondeado. Su coloracion dorsal es gris parduzca, mientras que
ventralmente es blanquecina con tonalidades amarillentas y manchas redondeadas
grisaceas. Presenta manchas blancas en las puntas de la primera aleta dorsal y el 16bulo
caudal superior, patrén que también puede aparecer en la segunda aleta dorsal y el

l6bulo caudal inferior y sirve para la identificacion de individuos (Randall, 1977).

Su estrategia reproductiva es vivipara placentaria, con nutricion matrotrofica y
crecimiento lento, con un ritmo promedio de 2.1 a 4.2 cm por afo (Randall, 1977,
Santos et al., 2022). Da a luz entre una y cinco crias, con un promedio de dos por
camada. Los machos alcanzan la madurez sexual a los siete afios (112—116 cm) y las
hembras a los ocho afios (114-122 c¢cm) (Robbins, 2006). No obstante, Randall (1977)
reportd que la madurez sexual puede ocurrir al alcanzar los 100 cm de longitud. El
periodo de gestacion en estado natural es de aproximadamente un afio, seglin registros
fotograficos (Whitney et al., 2011); sin embargo, en cautiverio se han observado
variaciones en su duracion, presentando periodos ligeramente menores o mayores

(Santos et al., 2022).

A diferencia de la mayoria de los tiburones, Triaenodon obesus no necesita nadar
constantemente para respirar, lo que le permite permanecer inmévil en cuevas y grietas
durante el dia, exhibiendo un comportamiento sedentario. Durante la noche, alcanza su
mayor actividad, dedicando entre el 42% y el 67% de su tiempo a nadar en busca de

presas (Whitney et al., 2007). Es una especie tranquila, aunque puede mostrar
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agresividad en respuesta a ciertos estimulos inducidos o provocados (Randall, 1977).
Esta bien adaptada a la alimentacion en ecosistemas arrecifales, ya que su morfologia le
permite moverse con agilidad entre grietas y cavidades, alcanzando presas inaccesibles
para otros tiburones de arrecife. Su dieta incluye peces arrecifales (Scaridae,

Acanthuridae), cefalopodos, cangrejos, anguilas y langostas espinosas (Randall, 1977).

Es una de las tres especies de tiburones de arrecife mas comunes en el Indo-Pacifico y
presenta la distribucién mas amplia entre los tiburones de arrecife en esta region,
abarcando desde el mar Rojo y el océano Indico hasta el Pacifico central y oriental,
incluyendo archipiélagos remotos (Randall, 1977; Whitney et al., 2012). Su distribucién
en la columna de agua oscila cominmente entre los 8 y 40 m de profundidad, aunque se

ha registrado desde la superficie hasta los 330 m (Randall, 1977).

Segun la Lista Roja de la UICN, esta categorizado como vulnerable, con una poblacion
en declive debido a diversas amenazas. La pesca, tanto dirigida como incidental, es una
de las principales causas de su disminucion poblacional. Ademas, la degradacion de
arrecifes de coral provocada por el cambio climatico, practicas pesqueras inadecuadas y
la contaminacion, representa un riesgo significativo debido a su estrecha dependencia a
estos ecosistemas. Aunque no existen programas especificos de conservacion, la especie
habita en areas protegidas y, en zonas con baja densidad poblacional, presencia de
turismo sostenible y regulaciones pesqueras efectivas, sigue siendo relativamente
abundante (Simpfendorfer et al., 2020). Asimismo, esta incluida en el Apéndice II como
una especie CITES, es decir, es regulada por el comercio internacional (UNEP-WCMC

(Comps.), 2021).

Conectividad genética y su relevancia en la conservacion de Triaenodon obesus
A pesar de su amplia distribucion, esta especie presenta una marcada fidelidad a sus

sitios de residencia y desplazamientos limitados, lo que plantea interrogantes sobre su
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conectividad genética (Randall, 1977; Robbins, 2006). Ante el declive poblacional y el
aumento de sus amenazas, resulta fundamental estudiar su conectividad genética en
términos ecologicos y evolutivos, ya que influye en la diversidad y adaptacion. Este
factor es crucial para la persistencia de poblaciones silvestres, pues el aislamiento puede
provocar deriva genética y endogamia, reduciendo su capacidad adaptativa. El analisis
de material genético permite evaluar el flujo génico y comprender posibles
implicaciones evolutivas de la dispersion (Samarasin et al., 2017). Segun Lowe y
Allendorf (2010), la conectividad genética se define como el grado en que el flujo de
genes afecta los procesos evolutivos dentro de subpoblaciones y puede clasificarse en

tres tipos: adaptativa, endogédmica y por deriva genética.

Este tipo de estudios se han visto favorecidos por el desarrollo de herramientas de
biologia molecular. Particularmente, el uso de genes mitocondriales como marcadores
genéticos ha ganado popularidad debido a su facilidad de amplificacion, alta
conservacion, escasas duplicaciones y ausencia de intrones y regiones intergénicas
(Gissi et al., 2008). Ademas, heredados exclusivamente por via materna, no
experimentan recombinacion, lo que simplifica el andlisis. Las regiones variables de
estos genes, flanqueadas por secuencias conservadas, los hacen ideales para el disefio de
primers (Galtier et al., 2009) y las regiones no codificantes presentan alta variabilidad,
permitiendo su uso incluso a nivel intraespecifico (Robbins, 2006; Ward et al., 2005).
Entre las regiones mas variables utilizadas en tiburones se encuentran citocromo
oxidasa b y la regiéon D-loop (Kitamura et al., 1996; Martin, 1993). No obstante, la
subunidad 1 de la citocromo c oxidasa (COX1) es de las mas utilizadas en taxonomia
molecular e identificacién de especies considerandose una herramienta estandar
(Ratnasingham & Hebert, 2007), ademas de un bioindicador global por su capacidad
para diferenciar dentro y entre especies (Hebert et al., 2003; Ward et al., 2005). Otro

marcador mitocondrial de uso frecuente es la subunidad 4 de la NADH deshidrogenasa
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(ND4), ampliamente empleado en estudios filogenéticos (Naylor et al., 2005). Este
estudio se centro en estos dos ultimos genes, no solo por las razones mencionadas, sino
también porque estos marcadores estan siendo utilizados por Migramar en otra region
del continente, lo que permite la comparabilidad de los resultados en el marco de un

proyecto colaborativo sobre la conectividad genética de la especie.

En T. obesus, los genes mitocondriales se han utilizado para analizar su evolucion y
taxonomia. A nivel filogenético, han permitido establecer relaciones evolutivas dentro
de los elasmobranquios modernos y la familia Carcharhinidae (da Silva Rodrigues-Filho
et al., 2023; Naylor et al., 2005). También se han empleado en la identificacion de
especies (Ward et al., 2005) y en estudios sobre dispersion y conectividad poblacional

(Robbins, 2006; Whitney et al., 2012).

Las areas de estudio del proyecto son de gran interés bioldgico y para la conservacion.
Galéapagos es uno de los ecosistemas mas emblematicos del mundo, debido a su alto
endemismo y biodiversidad. Fue el primer sitio declarado como Patrimonio Natural de
la Humanidad por la UNESCO en 1978 (Toulkeridis et al., 2015). Por su parte,
Revillagigedo forma parte de las Areas Naturales Protegidas de México y también ha
sido reconocido como Patrimonio Natural de la Humanidad (DOF, 2017). En este
archipiélago, T. obesus ha sido reportado repetidamente como la especie de tiburén mas
abundante y con mayor frecuencia de avistamiento, segun analisis de distribucion

espaciotemporal (Aburto-Oropeza et al., 2017; Fuentes, 2018).

Estudiar la conectividad de una especie es un parametro fundamental en biologia de la
conservacion, y adquiere ain mas relevancia en la actualidad, ya que se espera una
disminucién de la conectividad poblacional debido a la reduccion del habitat y aparicion
de barreras geograficas. Estimar sus movimientos permite monitorear poblaciones y

evaluar la pérdida de diversidad genética, esencial para prevenir extinciones y disefiar



15

planes de conservacion (Samarasin et al., 2017). Las herramientas moleculares facilitan
esta investigacion, incluso detectando movimientos inusuales a gran escala, algo dificil
con métodos ecoldgicos tradicionales (Faubet et al., 2007). Por lo tanto, conocer la
conectividad de una especie es clave para entender su biologia y evaluar la salud de sus
poblaciones. Esto incluye variabilidad genética, flujo génico, endogamia y posibles
aislamientos. Con estudios mas profundos, esta informacion puede ayudar a identificar
factores de riesgo, como cuellos de botella, y a disefiar estrategias de conservacion

efectivas para evitar su declive.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la diversidad genética y conectividad
regional de poblaciones de 7. obesus en dos archipiélagos: Galapagos (Ecuador) y
Revillagigedo (México), mediante el andlisis de dos genes mitocondriales, COX1 y
ND4, en muestras de tejido recolectadas entre 2015 y 2024. Buscando aportar con
informacion que permita un mejor entendimiento sobre la especie, su diversidad génica

y conectividad en el Pacifico oriental.

A pesar de que existen estudios sobre distribucion y abundancia de la especie en
Revillagigedo (Fuentes, 2018) y conectividad en otras areas de su rango global
(Robbins, 2006; Whitney et al., 2012), atin se desconocen muchos aspectos sobre sus
patrones de movimiento (Whitney et al., 2011). Esto resulta especialmente interesante
considerando que, a pesar de su amplia distribucion en el Indo-Pacifico,
paraddjicamente es una especie sedentaria con desplazamientos cortos y alta fidelidad a
sus sitios de residencia (Randall, 1977; Whitney et al., 2012). Ademas, no hay estudios
previos sobre conectividad genética en estos archipi¢lagos ni entre ellos. Por lo que, esta
investigacion busca responder: ;Existe flujo y diferenciacion génica entre las
poblaciones de Triaenodon obesus en los archipi¢lagos de Galapagos (Ecuador) y

Revillagigedo (México) durante el periodo 2015-2024?



16

METODOLOGIA

Muestras y Area de estudio

Las muestras de tejido de 7. obesus fueron recolectadas por investigadores de Pelagios
Kakunja en México, bajo el permiso de Pesca de Fomento DGOPA-024/20, otorgado
por la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion

(SAGARPA) y en Ecuador con el permiso CM-2021-0174-M-0001, ambas en
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colaboracion con la red Migramar. La recoleccion de muestras en México se realiz6 de
manera in situ siguiendo la metodologia descrita por Robbins (2006), basada en biopsia
remota. En Ecuador se empled la metodologia ex sifu descrita por Rodriguez Arana
Favela (2023), realizando el procedimiento en la parte posterior de la aleta dorsal. En
ambos casos, se obtuvieron pequefios fragmentos de <1.5 cm, los cuales se colocaron en
tubos Eppendorf de 1.5 ml con alcohol al 96%. En total, se recibieron 52 muestras: 13
provenientes de Galapagos (Ecuador) y 39 de Revillagigedo (México), las cuales fueron
almacenadas a -20°C en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad San

Francisco de Quito (USFQ) en octubre del 2024.

El area de estudio en el archipi¢lago de Galapagos, Ecuador, se ubico en la isla San
Cristobal, especificamente en las localidades La Seca y Cerro Brujo, donde se
obtuvieron 3 y 10 muestras respectivamente, durante el periodo 2022-2024. En el caso
del archipi¢lago de Revillagigedo, México, se trabajo en tres de sus cuatro islas:
Socorro, San Benedicto y Roca Partida, ordenadas de mayor a menor superficie
(Fuentes, 2018). Se recolectaron 1, 5 y 33 muestras en cada isla, respectivamente,
durante los periodos 2015-2016 y 2021-2022. Las localidades de cada archipiélago se

pueden apreciar en la
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Figura 1. Mapa de los archipiélagos trabajados y los puntos de coleccion de muestras

en Revillagigedo (3 localidades) y Galapagos (2 localidades).

Extraccion y cuantificacion del ADN

Se realizo la extraccion de ADN de las 52 muestras de tejido de 7. obesus utilizando el
kit DNeasy® Blood & Tissue, especificamente el Protocolo de Purificacion de ADN
total de tejidos animales (protocolo de columna centrifuga) (QIAGEN, 2023).
Idealmente, se trabajo con 20 y 25 mg de tejido. No obstante, en 26 muestras
provenientes de México la cantidad disponible fue menor, por lo que se utilizaron
cantidades inferiores a 20 mg: 19 muestras se procesaron entre 8.5-10mg, y 7 muestras
en un rango de 4.3-9 mg. Todas las muestras se dejaron en lisis durante 12 horas, y se
obtuvieron dos eluciones por cada muestra. Posterior a la extraccion, se realizo la
cuantificacion de ADN utilizando el espectrofotometro de Nanodrop One (Thermo

Fisher Scientific, 2021).

Marcadores mitocondriales, amplificacion y secuenciacion

Particularmente, los primers empleados permitieron la obtencion de un fragmentd
parcial para cada una de las regiones mitocondriales. En el marcador de COX1 se usd
FishF1 y FishR2 obteniéndose una longitud de 701pb, mientras que para ND4 se

empled ND4 y Leu-Scyliorhinus que generan un fragmento de 947pb.

La amplificacion de los fragmentos de ADN se llevo a cabo mediante la técnica de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Las reacciones para la region COX1 se
prepararon con una concentracion final de 1X Buffer, 1.5 mM MgCl2, 0.5 uM de cada
primer (forward y reverse), 0.2 mM dNTPs, 1U de Taq Polimerasa (Invitrogen, MA,
USA) y 1.5 ng de ADN, alcanzando un volumen final de 25 pul por muestra. Para la

region ND4, las condiciones fueron idénticas, a excepcion de la concentracion de
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MgClz, que se redujo a 0.8 mM, ajustdndose segun literatura que trabajo con la misma

region y primers (Lara-Lizardi et al., 2020).

El programa de termociclado tuvo algunas variaciones dependiendo del marcador
molecular. Para COX1, la denaturacion inicial se llevo a cabo por 2 min a 95 °C,
seguida por la denaturacion por 30 s a 94 °C, el annealing por 30 s a 54 °C, la extension
por 1 min a 72 °Cy la extension final por 10 min a 72 °C. Por otro lado, para ND4 la
denaturacion inicial fue de 5 min a 94 °C, la denaturacion 30 s a 94 °C, el annealing 40
s a 54 °C, la extension 1 min a 72 °C y la extension final por 5 min a 72 °C. Para ambos
casos los pasos de denaturacion, annealing y extension se repitieron por 35 ciclos. Los
amplicones se visualizaron mediante electroforesis empleando geles de agarosa al 1.5%
y 100 V. Posterior a la visualizacion exitosa, las muestras fueron secuenciadas mediante
el método Sanger ABI3730XLs.

Procesamiento de secuencias y Analisis de datos

Las secuencias crudas se limpiaron y pulieron mediante Geneious Prime v. 2025.0.3,
generando una secuencia consenso por muestra, a partir de sus secuencias forward y
reverse. Se utilizo el mismo software para alinear las secuencias con cada uno de los
marcadores mitocondriales mediante el algoritmo Clustal Omega. Adicionalmente, para
garantizar consistencia, se estandariz6 la longitud de todas las secuencias para cada

region mitocondrial (Geneious Prime., 2025; Kearse et al., 2012).

Se procedid a concatenar las dos regiones mitocondriales en las muestras que
presentaron secuencias consenso en ambas. A partir de las secuencias concatenadas por
individuo, se repitieron los procesos de alineamiento y estandarizacion de longitud
previamente descritos. Se exportaron tres archivos de alineamiento en formato FASTA:

uno por cada marcador (COX1 y ND4) y uno correspondiente a la region concatenada.
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Posteriormente, se construy6 la red de haplotipos para cada uno de los marcadores y
para el fragmento concatenado, utilizando RStudio v.2024.12.0+467 y un script
desarrollado por Toparslan et al., (2020). Asimismo, se generaron arboles filogenéticos
utilizando MEGA v.11.0.13, mediante el método de maxima verosimilitud (Maximum
Likelihood), el modelo de sustitucion Hasegawa-Kishino-Yano, un bootstrap de 500
réplicas y como grupo externo (outgroup) a Carcharhinus amblyrhynchos. En el caso
particular de la muestra 28, se realiz6 una busqueda BLAST debido a su elevada

divergencia, con el fin de verificar si la secuencia correspondia a una especie diferente.

Finalmente, se llevaron a cabo andlisis estadisticos para determinar la diversidad
genética en cada archipiélago utilizando DnaSP v.6.12.03(Rozas et al., 2003) y
Arlequin v.3.5.2.2. Se calcularon los indices de diversidad haplotipica (Hd) y
nucleotidica (7), asi como dos pruebas de neutralidad: la D de Tajima y las Fs de Fu
(Excoffier et al., 2007). Todos estos andlisis se realizaron individualmente por
archipiélago, procurando evitar sesgos debidos al tamafio muestral y la estructura

poblacional dentro del archipi¢lago de Revillagigedo.

RESULTADOS

Extraccion de ADN y cuantificacion

Las muestras procedentes de Galdpagos presentaron concentraciones que oscilaron entre
130.2 ng/ul y 867.3 ng/ul, con un promedio de 429.23 ng/ul. Los indices de calidad
mostraron valores promedio de 1.98 para la relacion A260/A280 y 2.23 para
A260/A230. En contraste, las muestras provenientes de México presentaron
concentraciones mas bajas, con un rango de 3.3 ng/ul a 184.8 ng/ul, alcanzando un
promedio de 33.1 ng/ul. Los indices de calidad en promedio fueron de 1.79 para
A260/A280 y 1.03 para A260/A230. Los detalles especificos de cada muestra se

encuentran disponibles en el Anexo 1.
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Amplificacién y secuenciacion
Se logrd una amplificacion exitosa en las 52 muestras, obteniendo 104 amplicones
correspondientes a los dos marcadores mitocondriales seleccionados. La calidad de la
secuenciacion se evalud segun la eficiencia de los primers. De los amplicones
procesados, 97 lograron una secuenciacién completamente exitosa con ambos primers,
mientras que cuatro presentaron secuenciacion parcialmente exitosa (un solo primer), y
tres muestras no lograron secuenciarse eficientemente con ninguno de los primers. En la
Tabla 1, se presenta el detalle de la calidad obtenida por cada muestra y region
analizada. Por lo tanto, de todos los amplicones, 101 se procesaron exitosamente y se

logrd obtener una secuencia consenso.

Para el alineamiento, con COX1 se establecieron 48 secuencias, pues las muestras 21,
24 y 26 no lograron generar una secuencia consenso, y la muestra 20 fue descartada por
presentar un nivel inusualmente alto de polimorfismo. En cuando a ND4 se trabajé con
51 secuencias, pues la muestra 15 fue eliminada debido a su reducida longitud, lo que
implicaba una pérdida significativa de informacion al estandarizarla con las demas
secuencias. Tras alinear las secuencias se establecieron las longitudes para las regiones.
En el caso de COX1 los tamafios iniciales de las secuencias eran de aproximadamente
600-700 pb y posterior a la limpieza y alineamiento se establecid 629 pb. Para ND4 el

tamafio se redujo de 900-1000 pb a 863 pb después del procesamiento.

En cuanto al alineamiento de los marcadores concatenados se trabajo con 47 secuencias,
eliminando las muestras 21, 24, 26, 20 y 15 que presentaron inconvenientes en uno de

los dos marcadores. Se obtuvieron secuencias con un tamaio final de 1429pb.

Tabla 1. Secuenciacion de las regiones mitocondriales COX1 y ND4 para 54 muestras

de T. obesus, resumidas en tres categorias: exitosa (ambas secuencias de primers de
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buena calidad), parcialmente exitosa (solo 1 secuencia de primer forward o reverse de

buena calidad) e ineficiente (ninguna secuencia de primer de buena calidad).

Categoria N° de amplicones ID de COX1 ID de ND4
Exitosa 97 (48 de COX1 y 49 de ND4) 1-21,22,23,25,27-33, 112,14, 1621, 23-
35-52 52
Parcialmente
exitosa 4 (1 de COX1 y 3 de ND4) 34(F) 13(F), 15(R), 22(F)
Ineficiente 3 (3 de COX1 y 0 de ND4) 21,24,26 -
Arbol filogenético

Posteriormente, se construy6 un arbol filogenético para cada marcador (Anexos 2y 3) y
para la region concatenada, como se muestra en la Figura 2, donde se observa que la
muestra 28 se encuentra mas cercana al outgroup que al resto de las muestras de 7.
obesus analizadas en este proyecto. Por esta razon, se realizé un analisis BLAST para
esta muestra en ambos marcadores. En el caso de COX1, se obtuvo un 100 % tanto de
query cover como de porcentaje de identidad, coincidiendo con la secuencia de la
region COX1 de la especie Carcharhinus albimarginatus. En cuanto a ND4, se observo
un query cover de 100% y un porcentaje de identidad de 98.38% con el genoma
mitocondrial completo de la misma especie. Ademas, en ambos casos, el valor e (e-

value) fue de 0.0.

Dado que la muestra 28 probablemente corresponde a la especie Carcharhinus
albimarginatus, fue excluida al generar las redes de haplotipos y para todos los analisis

estadisticos posteriores.
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B Revillagigedo
[ Galapagos

Haplotipo 1

Haplotipo 2

Haplotipo 3

100

L— outgroup (Careharhinus amblyrynehos)

Figura 2. Arbol filogenético de las regiones concatenadas COX1 y ND4 (47

individuos) empleando como outgroup a Carcharhinus amblyrhynchos

Identificacion de Haplotipos y sitios polimérficos

La red de haplotipos para la region COX1 se construy6 con 47 muestras:13
provenientes de Galapagos y 34 de Revillagigedo. A partir de estas, se identificaron dos
haplotipos diferenciados por un tnico sitio polimorfico. Para la region ND4, se
analizaron 50 muestras:13 de Galapagos y 37 de Revillagigedo, identificandose
nuevamente dos haplotipos separados por un Unico sitio polimoérfico. Las redes de

haplotipos correspondientes a ambas regiones mitocondriales se muestran en la
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O Galapagos
= Revillagigedo
| sitio variable

Genoma Mitocondrial
Triaenodon obsesus

2 haplotipos y 1 sitio variable

2 haplotipos y 1 sitio variable

Figura 3. Red de haplotipos para cada region mitocondrial analizada ND4 a la

izquierda contiene 50 individuos y COX1 a la derecha 47 individuos.

Adicionalmente, se construy6 una red de haplotipos a partir de las secuencias
concatenadas de las regiones COX1 y ND4, utilizando 46 muestras en total:13 de
Galéapagos y 33 de Revillagigedo. En este caso, se identificaron tres haplotipos

separados por dos sitios polimoérficos, como se observa en la

D Galapagos
W Revillagigedo
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D Galapagos
W Revillagigedo

Figura 4. Red de haplotipos para las regiones mitocondriales concatenadas (ND4 y

COX1) trabajada con 46 individuos.

Analisis estadistico

En el caso del archipié¢lago de Galapagos, los resultados de los anélisis estadisticos
fueron idénticos para cada uno de los marcadores analizados por separado (COX1 y
ND#4), asi como para la region concatenada. Tanto el indice de diversidad haplotipica
(Hd) como el indice de diversidad nucleotidica () fueron iguales a 0. Asimismo, en las
pruebas de neutralidad, se obtuvo un valor de D de Tajima igual a 0, con una P=1, y no
fue posible aplicar la prueba de Fu debido a la ausencia total de variabilidad haplotipica

en las secuencias analizadas.

Por otro lado, en Revillagigedo se observaron niveles bajos pero presentes de diversidad
genética. Para la region ND4 se registro una Hd = 0.3153 + 0.0809 y un n = 0.00036 +
0.00042. En cuanto a las pruebas de neutralidad, se obtuvieron valores positivos con un
D =0.46195 (P = 0.83200) y Fs = 0.90722 (P = 0.49800). En la region COX1, los

indices de diversidad fueron ain menores, con una Hd = 0.0588 = 0.0546 y un n =
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0.00009 £ 0.00023. Los valores obtenidos en las pruebas de neutralidad fueron

negativos D =-1.13783 (P =0.11500) y Fs =-1.31506 (P = 0.05900).

Finalmente, al considerar las secuencias concatenadas, se obtuvo una Hd = 0.3561 +
0.0907 y un © = 0.00027 £+ 0.00028. En este caso, las pruebas de neutralidad arrojaron
nuevamente valores negativos D =-0.35358 (P = 0.38900) y Fs = -0.28498 (P =

0.33400). Los resultados se resumen en la Tabla 2.

Tabla 2. Numero de haplotipos, indices de diversidad haplotipica, nucleotidica y
pruebas de neutralidad (D de Tajima y Fs de Fu) por archipiélago para cada marcador y

para los marcadores concatenados.

Marcador . Nimero de Diversidad de Haplotipos Diversidad de m
ADNmtpp) ~ -Cclad®  lotipos (Hd + sd) Nuclebtidos (r + sd) WA prElis EhEn Ll
Revillagigedo 2 0.0588 +/- 0.0546 0.00009 +/- 0.00023 -1.13783 0.115 -1.31506 0.059
(34)
COoX1 Gal
a(alp3a)’>os 1 0.0000 +/- 0.0000 0.00000 +/- 0.00000 0 1 0 N.A.
Rev‘lgg')ged" 2 03153 +/- 0.0809 0.00036 +/- 0.00042 0.46195 0.832 0.90722 0.498
ND4 Gal
“(“lf;go“ 1 0.0000 +/- 0.0000 0.00000 +/- 0.00000 0 1 0 NA.
Revillagigedo 3 0.3561 +/- 0.0907 0.00027 +/-0.00028 -0.35358 0.389 -0.28498 0334
Concatenado (33)
COXI1 + ND4 Apagos
Gal(alp}a)g‘” 1 0.0000 +/- 0.0000 0.00000 +/-0.00000 0 1 0 NA.
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DISCUSION

Analisis de las muestras

En base a los resultados de la cuantificacion de ADN, la reduccion en la concentracion e
indices de calidad en las muestras de Revillagigedo se debio a que en algunos
individuos se disponia de menor cantidad de tejido en comparacion con Galapagos.
Ademas, las muestras eran mas antiguas y, en ciertos casos, correspondian a diferentes
tipos de tejido. Por otro lado, durante el proceso de limpieza y obtencion de la secuencia
consenso, se logro trabajar con todas las muestras de Galapagos; sin embargo, el
numero de muestras utiles de Revillagigedo se redujo debido a que algunas regiones no
lograron una secuenciacion exitosa, posiblemente por los mismos motivos mencionados

previamente.

La muestra 28 fue eliminada del proyecto al observar una clara asociacion entre ésta 'y
el outgroup en los arboles filogenéticos. Adicionalmente, el posterior analisis con
BLAST sugiere que esta muestra corresponde a la especie Carcharhinus
albimarginatus. El error de muestreo pudo haber ocurrido debido a una equivocacion en
la identificacion del individuo al momento de tomar la muestra en campo, considerando
que esta especie presenta caracteristicas que pueden causar confusion, como la
coloracion blanca en la punta de la aleta dorsal y caudal (Beauvais, 2024). Ademas, esta
muestra proviene de Revillagigedo, donde se realizé la recoleccion in situ empleando la
metodologia de Robbins (2006), que utiliza una sonda de biopsia a determinada
distancia del animal a ser muestreado, lo que se puede asociar a que no se logrd una
visualizacion clara del individuo al muestrearlo. Sin embargo, este hallazgo evidencia la
utilidad de las técnicas moleculares y los marcadores mitocondriales empleados en este

proyecto para la identificacion entre diferentes especies.
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Conectividad entre archipiélagos

Las redes de haplotipos sugieren que existe conectividad entre los dos archipiélagos.
Tanto para cada uno de los marcadores como para las regiones concatenadas, se observo
que el haplotipo mas frecuente, es decir, el que contenia mayor nimero de individuos,
era compartido por la mayoria de las muestras de Revillagigedo y todas las de
Galéapagos. Esto resulta intrigante, considerando la naturaleza sedentaria de esta especie.
No obstante, coincide con los resultados obtenidos por Whitney et al. (2012), en su
estudio de conectividad de T. obesus, el cual incluyd mas localidades a nivel global.
Dicho estudio sugiere una posible colonizacion o dispersion reciente a través de la
barrera del Pacifico Este, ya que solo se observd un haplotipo en los sitios muestreados
de esta region, que ademas coincidia con el haplotipo mas comun del Pacifico Central.
También se menciono6 una posible dispersion oceédnica, ya que se observo estructura
genética entre habitats semicontinuos, destacando particularmente la Gran Barrera de
Coral (norte y centro) en Australia, mientras que, por otro lado, se detectd conectividad

entre archipiélagos que presentan mayor distancia de separacion.

Existen varias opciones que podrian explicar los movimientos o la conectividad
observada en Triaenodon obesus. Una de ellas es la hipotesis del "poor swimmer, good
drifter”, que plantea una dispersion pasiva o semipasiva. En este escenario, los
individuos pueden ser arrastrados mar adentro por tormentas o marejadas y quedar
asociados a restos y escombros flotantes, quedando a la deriva en el océano. Sin
embargo, ciertas caracteristicas de 7. obesus, como su baja tasa metabolica, la
capacidad de permanecer en reposo y su asociacion con estructuras bentonicas, podrian
permitirle sobrevivir durante periodos prolongados en mar abierto (Whitney et al.,
2012). Otro factor que apoya esta teoria es la presencia de tormentas y huracanes que
afectan a Revillagigedo y a la costa central del Pacifico mexicano entre junio y

noviembre (Corgos & Rosende-Pereiro, 2016). Ademas, deben considerarse las
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corrientes oceanicas que atraviesan los archipiélagos, como las multiples que pasan por
Galapagos, siendo las mas conocidas la corriente de El Nifio y la fria de Humboldt
(Collins et al., 2013; Hinz, 1999), o la corriente de California y la contracorriente

norecuatorial en Revillagigedo (Aburto-Oropeza et al., 2017).

Otra explicacion contempla la existencia de movimientos a gran escala ain poco
conocidos, posiblemente impulsados por factores como la densidad poblacional o
condiciones ambientales. En el caso de la densidad, se ha observado en el islote Roca
Partida (Revillagigedo) una alta concentracion de individuos, que incluso comparten
refugios apilandose unos sobre otros. Por lo que la escasez de refugio podria fomentar el
desplazamiento hacia otras areas, y este factor dependiente de la densidad podria
intensificarse en islas oceanicas, generando tasas de dispersion mas elevadas que en
habitats costeros (Whitney et al., 2012). En el segundo caso, se deben tomar en cuenta
los factores ambientales que ocurren en el area de estudio, como corrientes y fendmenos
naturales, siendo una clara ejemplificacion el afio de El Nifio, un fendmeno que provoca
una disminucion en el afloramiento o surgencias (upwelling), generando un efecto de
abajo hacia arriba (bottom-up) al reducir la disponibilidad de alimento y forzando a los

depredadores de niveles troficos altos a alejarse mas de las islas (Klimley et al., 2022).

La posibilidad de movimientos entre los archipiélagos de Revillagigedo y Galapagos, a
pesar de la considerable distancia entre ellos, ha sido documentada en otras especies. Se
ha sugerido que la isla de Clipperton funciona como paso intermedio (stepping-stone).
Por ejemplo, en una hembra de Carcharhinus galapagensis se registrd uno de los
desplazamientos mas largos en esta especie: fue marcada en la isla Socorro
(Revillagigedo), luego detectada en Clipperton y posteriormente en la isla Darwin
(Galapagos) (Lara-Lizardi et al., 2020). Ademas, se ha reportado el movimiento de un
posible hibrido entre C. galapagensis y C. obscurus entre estos archipi¢lagos, utilizando

Clipperton como paso intermedio (Pazmifio et al., 2019).
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Diversidad genética
En cuanto a los analisis estadisticos, los indices de diversidad mostraron un patrén
similar tanto al analizar las regiones por separado como concatenadas. Se observo una
diversidad baja para Revillagigedo y nula para Galdpagos. Esto concuerda con las redes

de haplotipos (

DO Galapagos
M Revillagigedo

), en las cuales la mayoria de las muestras de Revillagigedo y todas las de Galapagos se
ubicaron en el mismo haplotipo, siendo escasos los individuos con polimorfismos en

sus secuencias, los cuales se presentaron unicamente en Revillagigedo.

Respecto a las pruebas de neutralidad, la region de ND4 presentd valores positivos tanto
para la prueba D de Tajima como para Fs de Fu en Revillagigedo. El valor positivo de
la D podria asociarse a un exceso de mutaciones intermedias en frecuencia (Ashfaq

et al., 2015), mientras que el valor positivo de Fs sugiere que hay una cantidad menor de
haplotipos respecto a lo esperado bajo un modelo neutro (Nemati et al., 2021). No
obstante, en ambos casos, los valores de P no fueron significativos, por lo que no es
posible interpretar estos resultados como indicativos de una poblacion en declive o de

un proceso de seleccion purificadora.
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Por otro lado, para la region COX1 y la region concatenada, se observo un patrén
opuesto: valores negativos para D (posiblemente asociados a un exceso de mutaciones)
y para Fs, lo que podria indicar la presencia de haplotipos raros en una proporcion
mayor a la esperada bajo neutralidad. Sin embargo, nuevamente, la falta de significancia
estadistica impide relacionarlos con una expansion poblacional reciente (Dominguez,

2014; Nemati et al., 2021).

A pesar de que algunos de los valores obtenidos en los andlisis brindan informacion util
para comenzar a comprender la diversidad genética de estas dos localidades, es
importante destacar que la probabilidad de sesgo debido a la representatividad del
muestreo es alta. En Revillagigedo, la mayoria de los individuos provienen del islote
Roca Partida, mientras que solo cinco provienen de San Benedicto y uno de Socorro.
Ademas, no se muestre6 Clarion, la isla mas lejana del archipiélago y mas cercana al
Pacifico central la cual podria presentar otros haplotipos o una frecuencia diferente de

los observados en este estudio.

En el caso de Galdpagos, los resultados tampoco son concluyentes, ya que las muestras
se obtuvieron en solo una de las 13 islas principales, y los dos puntos de muestreo estan
geograficamente proximos entre si. Por lo tanto, la representacion poblacional de ambos

archipiélagos es limitada.

Aunque estos resultados permiten un andlisis preliminar de la conectividad entre ambos
archipiélagos, seria necesario contar con una mayor representatividad y una distribucion
mas homogénea de las muestras para poder determinar con mayor precision la

existencia de multiples haplotipos y su frecuencia relativa.
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CONCLUSION

Este estudio proporciona informacion novedosa sobre la diversidad genética y la
conectividad de Triaenodon obesus en los archipiélagos de Galapagos y Revillagigedo.
Los analisis con los marcadores mitocondriales COX1 y ND4 sugieren conectividad
genética entre ambas localidades, y diversidad genética baja en Revillagigedo y nula en
Galéapagos. Sin embargo, estos resultados deben ser interpretados con cautela, debido a
las limitaciones en el numero y distribucidon de muestras, especialmente en los analisis

estadisticos de diversidad nucleotidica, haplotipica y en las pruebas de neutralidad.

Adicionalmente se recalca que este proyecto forma parte de una investigacion mas
amplia, por lo que en el futuro se incluiran analisis con SNPs, se agregaran nuevas
muestras de Galapagos y también se incorporaran muestras de Panama. No obstante, es
fundamental reconocer que la obtencién de muestras en este tipo de entornos presenta
alta complejidad logistica, y que diversos factores pueden dificultar un muestreo

homogéneo.

Como recomendacion, ademas de continuar con el analisis de las regiones utilizadas en
este estudio, seria valioso incorporar otras regiones mitocondriales con alta variabilidad
reportada en tiburones, como D-loop y Cyt b (Kitamura et al., 1996; Martin, 1993). En
particular, D-loop ha sido empleada en estudios previos de conectividad al ser una
region no codificante que acumula mutaciones con mayor frecuencia, facilitando el
analisis de la variabilidad (Robbins, 2006; Whitney et al., 2012). Por ello, seria

interesante comparar los resultados obtenidos en estas muestras con los de los otros
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autores, con el fin de lograr una mejor comprension de la conectividad a nivel global en
la especie. Asimismo, seria relevante incrementar el tamafio de muestra (n) para ambas
localidades y sobre todo equilibrar su distribucion dentro y entre los archipiélagos, en la
medida de lo posible, con el fin de obtener patrones que se acerquen de la manera mas

fidedigna a las poblaciones reales.

A pesar de las limitaciones de las muestras dentro de cada archipiélago, de manera
general, este trabajo logrd evaluar la diversidad genética y conectividad regional entre
las poblaciones de T. obesus en los archipiélagos de: Galapagos (Ecuador) y
Revillagigedo (México), mediante el analisis de dos genes mitocondriales, COX1 y
ND4, en muestras de tejido recolectadas entre 2015 y 2024. Este proyecto establece una
linea base en ambos archipiélagos al ser el primero en estudiar la diversidad genética y
la conectividad en esta especie utilizando marcadores mitocondriales. La informacion
generada aporta al entendimiento de la especie y podria constituir una herramienta
crucial para el disefio de proyectos de conservacion, delimitacion de areas protegidas,

evaluaciones de su resiliencia, y del estado poblacional en general.
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ANEXOS

Anexo 1. Extraccion y cuantificacion de ADN de 52 muestras de Triaenodon obesus

provenientes de Revillagigedo y Galapagos (Elucion 1).

. Concentracion Calidad
ID Localidad | Codigo Muest
ocafidad | Godigo Muestra ng/ul A260/A280 | A260/A230
1 Galapagos 1331 322.2 1.99 2.26
2 Galapagos 1985 319.9 1.98 2.11
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3 Galapagos 1986 335 1.98 2.23
4 Galapagos 1721 480.2 1.97 2.25
5 Galapagos 1722 237.9 2.09 2.42
6 Galapagos 1724 130.2 1.95 2.09
7 Galapagos 1728 573.1 1.98 2.28
8 Galapagos 1723 302 1.96 2.09
9 Galapagos 1729 678.3 1.91 2.27
10 Galapagos 1726 262.4 2 2.07
11 Galapagos 1725 483.2 1.97 2.26
12 Galapagos 1727 867.3 1.94 2.31
13 Galapagos 1984 588.3 2 2.35
14 México 886TOBRPT22 16.2 1.31 0.64
15 México 899TOBRPT22 3.3 1.42 0.46
16 México 890TOBRPT22 42.7 2.04 1.48
17 México 894TOBRPT22 111 0.49 0.47
18 México 874TOBRPT21 56.5 1.98 1.46
19 México 873TOBRPT21 109.6 2 2.22
20 México 865TOBRPT21 419 1.99 16

21 México 870TOBRPT21 30.7 1.9 116
2 México 869TOBRPT21 184.8 1.99 211
23 México 876TOBS0OC22 492 1.95 1.29
24 México 871TOBRPT21 15.6 501 0.89
25 México 459TOBRPT16 8.2 1.65 0.46
26 México 451TOBRPT15 46 188 0.36
27 México 900TOBRPT22 18.9 999 1.35
28 México 27TOBRPT22 116.8 2.04 1.55
29 México 888TOBRPT22 298 04 1.64
30 México 463TOBRPT16 44.9 1.81 0.81
31 México 867TOBRPT21 423 1.93 0.91
32 México 885TOBRPT22 43.2 2.05 1.57
33 México 462TOBRPT15 43 205 1,59
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an México  |456TOBRPT15 8.3 135 0.56
35 México 892TOBRPT22 253 211 1.52
36 México 893TOBRPT22 5.2 1.72 0.39
37 México 884TOBRPT22 17.2 218 1.01
38 México  |448TOBRPT15 56.6 185 1.73
39 México 883TOBSBN22 43 1.43 0.24
20 México  |879TOBSBN22 5.9 183 0.58
41 México 460TOBRPT16 34.4 1.77 0.73
4o México 875TOBRPT22 34 1.89 1.09
43 México | 868TOBRPT21 599 1.93 171
" México | 452TOBRPT16 20.5 171 0.6
45 México 882TOBSBN22 939 1.86 1.06
46 México | 866TOBRPT21 541 1.88 1.44
47 México 880TOBSBN22 8.7 1.53 0.67
48 México 895TOBRPT22 34 1.11 0.21
49 México 898TOBRPT22 79 1.35 0.56
50 México | 887TOBRPT22 4a 161 0.32
51 México 881TOBSBN22 11.4 1.98 1.06
- México 889TOBRPT22 8.3 1.85 0.54




Anexo 2. Arbol filogenético de las secuencias con el marcador de ND4 (51

individuos) empleando como outgroup a Carcharhinus amblyrhynchos
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Anexo 3. Arbol filogenético de las secuencias con el marcador de COX1 (48

individuos) empleando como outgroup a Carcharhinus amblyrhynchos
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