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Resumen

Titulo: Diversidad y estructura genética de tiburén ballena (Rhincodon typus) estimada
a partir de ADNmt"
Autor: Nicolle Alejandra Saavedra Valderrama ™

Palabras Clave: Rhincodon typus, ADNmt, Genética poblacional, Diversidad genética.

Descripcidon: Este trabajo de investigacion constituye el primer estudio genético del tiburén
ballena (Rhincodon typus) en Colombia, caracterizando su diversidad y estimando su estructura
genética poblacional a nivel global mediante el analisis de la regién control del ADNmt. A partir
de muestras provenientes del Santuario de Fauna y Flora Malpelo (Pacifico Colombiano) y una
base de datos global. Se identific6 una estructura poblacional significativa que define cuatro
unidades poblacionales genéticamente diferenciadas: Atlantico, indico, Pacifico Occidental y
Pacifico Oriental. Los individuos del SFFM fueron determinados como parte del Pacifico Oriental,
indicando conectividad con poblaciones de Panama y México. Los altos valores de diversidad
haplotipica y la baja diversidad nucleotidica encontrados sugieren una expansion poblacional
reciente. Estos resultados subrayan la importancia del Corredor Marino del Pacifico Este Tropical
(CMAR)Yy la necesidad de estrategias de conservacion regionales coordinadas para esta especie

en peligro de extincion.

* Trabajo de Grado
" Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Director: Sergio Andrés Marchant Rojas. Doctoren Ciencias Bioldgicas.
Codirectora: Dalia Barragan Barrera. Doctora en Ciencias Biologicas.
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Abstract

Title: Genetic structure and diversity of the whale shark (Rhincodon typus) estimated
from mtDNA"
Author: Nicolle Alejandra Saavedra Valderrama™

Key Words: Rhincodon typus, mtDNA, Population genetics, Genetic diversity.

Description: This project constitutes the firstgenetic study of the whale shark (Rhincodon typus)
in Colombia, not only characterizing the genetic structure for the species but also estimating their
genetic diversity in a global scale analyzing the Control Region of the mtDNA. From samples
collected in Malpelo Fauna and Flora Sanctuary (Colombian Pacific) and global data sets. We
identified a significative population structure that defined four population units genetically
differentiated: Atlantic, Indic, east Pacific and finally West Pacific. Individuals sampled from the
MFFS, were determined to be part of the East Pacific group, indicating connectivity with
populations from Mexico and Panama. The high haplotypic and nucleotidic diversity values
suggest a recent population expansion for the species. The results found in this study highlight
the importance of marine corridors like CMAR and the need to create and carry out strategies for

the conservation of endangered species on a regional level.

" Degree Work
** Faculty of Science. Biology Mayor. Director: Sergio Andrés Marchant Rojas. Doctor in Biological Science.

Codirectora: Dalia Barragan Barrera. Doctor in Biological Science.
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Introduccidén

El tiburén ballena (Rhincodon typus) es conocido como el pez mas grande del
mundo, con un tamafio maximo reportado de 18.8m (McClain et al., 2015) y registros que
indican que puede alcanzar hasta 20 metros de longitud (Hsu et al., 2014). Pertenece a
la familia Rhincodontidae y es el Unico representante del género Rhincodon (L. J. V
Compagno, 1984). Se trata de una especie altamente migratoria (L. J. V Compagno, 1984;
Eckert & Stewart, 2001; Rowat & Engelhardt, 2007), con un rango distribucional circunglobal
(Martin, 2007; Rowat & Brooks, 2012) que se extiende a lo largo de mares calidos en zonas
tropicales (30° N a 35°S) (Compagno, 2001) en los océanos Atlantico, indicoy Pacifico.
La especie tiende a formar agregaciones que pueden ser anuales o estar asociadas a
factores estacionales como la disponibilidad de presas (Norman, 2004). No obstante, no
se ha establecido un patron en la composicion de estas agregaciones, ya que pueden

observarse agrupaciones de juveniles, o de adultos del mismo sexo (Compagno, 2001).

El tiburdén ballena esta catalogado como una especie en peligro por la Unién
Internacional parala Conservacion dela Naturaleza (IUCN, por sus siglasen inglés),con
unadisminucion estimada del 50% en su poblacion global durante los ultimos 75 afos
(Pierce & Norman, 2016). Las principales amenazas para su supervivencia incluyen la
captura incidental por pesquerias que operan en zonas de agregacion, colisiones con
embarcaciones, turismo no reguladoy la creciente demanda de productos derivados de
esta especie, como aletas, carne y aceite (Chen & Phipps, 2002; Ibarra-Garcia et al., 2017).

Ademas, debido al lento crecimiento y baja tasa de maduracién, esta especie es
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especialmente vulnerable a la sobreexplotacion, lo que dificulta los esfuerzos para su

conservacion (Cortés, 2000; Vignaud et al., 2014).

A pesar de ser considerada una especie carismatica, el conocimiento sobre la
biologia, ecologia y comportamiento sigue siendo limitado. La literatura cientifica
existente se centra principalmente en datos de distribucion y morfometria a escala local,
con escasas observaciones sobre su alimentacion yreproduccién (Compagno,1984). En
este contexto, los andlisis genéticos poblacionales surgen como una herramienta
fundamental para comprender la estructura y conectividad de sus poblaciones. Sin
embargo, el estudio genético de especies marinas como el tiburdn ballena enfrenta
desafios significativos, principalmente porla dificultad logistica para localizar y muestrear
individuos en el océano (Kelley et al., 2016); los primeros estudios genéticos de la
especie se basaron en muestras obtenidas de individuos solitarios hallados
incidentalmente o enredados en redes de pesca (Castro etal., 2007; Vignaudetal., 2014,
Yagishita et al., 2020). Posteriormente, el descubrimiento de sitios de agregacion
predecibles en ciertas zonas costeras (Norman et al., 2017) permitié ampliar la escala de
investigacion y fortalecer los datos sobre su conectividad genética.

El Santuario de Faunay Flora (SFF) Malpelo representa un sitio estratégico para
el estudio de especies marinas. Esta area fue declarada SFF en 1995 por Parques
Nacionales Naturales de Colombia, reconocida como Patrimonio Natural de la
Humanidad por la UNESCO desde el 2006, mas recientemente en 2020 afiadida en la
lista verde de la [IUCN como area protegida modelo (IUCN, 2020). Malpelo forma parte,
junto con otras islas como Galapagos (Ecuador), Coco (Costa Rica), Coiba (Panama) y

Gorgona (Colombia), el Corredor Marino del Pacifico Este Tropical (CMAR). A su vez, al
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ser un punto de convergencia de corrientes marinas en mar abierto, ofrece condiciones
favorables para lapresenciade especies pelagicas, entre ellas tinidos, rayas y tiburones,
incluyendo el tiburén ballena; sus aguas profundas albergan una alta diversidad de
especies, lo que sugiere que esta area no solo funciona como sitio de alimentacion, sino
también como punto central dentro de las redes tréficas influenciadas por las corrientes
oceanicasy la variabilidad climatica (Soler et al., 2013). En consecuencia, se considera
un sitio altamente productivo y estratégico para estudios de conectividad genética en

especies migratorias.

En el caso particular del tiburdn ballena,aunque se trata de unaespecie altamente
migratoria (Hueter et al., 2013), los estudios genéticos han comenzado a revelar
estructura entre cuencas. Si bien se han empleado marcadores moleculares como los
microsatélites (Hardenstine et al., 2022; Schmidt et al., 2009; Vignaud et al., 2014) el
analisis de la regién control del ADN mitocondrial (ADNmt) se ha consolidado como la
principal herramienta para estos estudios, permitiendo comparaciones entre cuencas
ocedanicas (Castro et al., 2007; Guzman et al., 2022; Hardenstine etal., 2022; Meekan et
al., 2017; Ramirez-Macias et al., 2012; Sigsgaard et al., 2016; Vignaud et al., 2014,
Yagishita et al., 2020). A partir de estudios genéticosy de distribucion, se han planteado
tres hipotesis principales sobre su estructura poblacional: (1) una baja estructura
poblacional con alta conectividad, diferenciando dos unidades poblacionales principales
(Indo-Pacifico y Atlantico) sin descartar un posible flujo genético entre ellos, propuesta
por Castro et al. (2007), respaldada por Schmidt et al. (2009), Vignaud et al. (2014),
Hardenstine et al. (2022); (2) la existencia de una unica metapoblaciéon global con

capacidad de desplazamiento ilimitado entre océanos, planteado por Sequeira et al.
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(2013); y (3) una posible sub-estructuracion entre las poblaciones del océano indicoyy el
Pacifico oriental, ademas de la estructura frente al océano Atlantico sugerida por
Yagishitaetal. (2020). Aunque laevidenciaapuntaa cierta diferenciacion, ningun estudio
descarta la posibilidad de flujo genético,dada la au senciade barreras fisicas que impidan
el desplazamiento de individuos entre las cuencas oceanicas (Hueter et al., 2013). Por
ello, la comunidad cientifica coincide en que es prioritario ampliar el nUmero de muestras

e incluir areas geogréaficas poco exploradas para refinar el conocimiento actual.

En este contexto, el presente estudio tiene como objetivo determinar el grado de
diferenciacion genéticay caracterizar la estructura genética entre poblaciones de tiburon
ballena en el Pacifico Colombiano, a partir de muestras colectadas en el SFF Malpelo,
comparandolas con otras poblaciones a nivel mundial. Para ello, se realizaron analisis
comparativos de secuencias de la Regién Control del ADNmt, obtenidas tanto de
GenBank (provenientes de distintas regiones del mundo) como de las muestras
colectadas localmente. Esta investigacion busca aportar informacion novedosa sobre la
conectividad de la especie en la region, generando bases cientificas para el desarrollo

de estrategias eficaces de gestion y conservacion a nivel nacional y regional.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Evaluarla diversidad y estructura genética del tiburén ballena (Rhincodon typus)
a nivel global, determinando el posicionamiento de individuos del Santuario de Flora y
Fauna Malpelo del Pacifico Colombiano en el contexto mundial, a partir del andlisis

secuencias de la region control del ADN mitocondrial.

1.2 Objetivos Especificos

- Caracterizar la estructura genética poblacional del tiburén ballena (R. typus) en
su rango de distribucion.

- Estimar la diversidad genéticapresente en las poblacionesde tiburén ballena (R.

typus) del Pacifico Colombiano respecto a otras poblaciones globales.
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2. Metodologia

2.1 Area de estudio, extraccion de ADN y secuenciacion.

2.1.1 Area de estudio y recoleccion de muestras.

Se obtuvieron muestras de tejido de tiburdon ballena (Rhincodon typus) en las
inmediacionesdel Santuariode Faunay Flora Malpelo (Colombia, Pacifico Colombiano).
La recoleccion fue realizada por la Fundacion Malpelo y Otros Ecosistemas Marinos
durante expediciones llevadas a cabo en el area protegida durante 2015, 2017, 2018 y
2019. El muestreo se concentrd en cuatro sitios de buceo: El arrecife, La Nevera, El Bajo
Juniory EIl Acuario (Figura 1). Las muestras fueron colectadas de individuos de nado
libre en apneao buceo. El sexo y estadio de vida fue identificado através de observacion
directa en campo. Inmediatamente despuésde su obtencion,lasbiopsias de tejido fueron

preservadas en etanol al 70% y posteriormente refrigeradas.
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Figura 1. Localidades (Puntos) de colecta de las muestras de tiburén ballena (Rhicondon typus) en el

Santuario de Fauna y Flora Malpelo (Pacifico Colombiano).
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2.1.2 Extraccion de ADN, PCRYy secuenciacion.

720

La fase de laboratorio y el andlisis de datos se llevaron a cabo en el Laboratorio

de Laboratorio de Fisiologia, GenOmica y Transcriptomica.

Se extrajo ADN gendmico de las 16 muestras de tejido utilizando los kits

comerciales DNeasy Blood and Tissue y DNeasy PowerSoil Pro Kit (Qiagen), siguiendo

en ambos casos las instruccionesdel fabricante. La extraccidon se confirmé cuantificando

la concentracion en NanoPhotometer™ NP80. Posteriormente se amplificd una

secuencia parcial de la region control del ADNmt (CR-ADNmt) mediante PCR. Se

utilizaron los cebadores WSCR1-F (5-TTGGCTCCCAAAGCCAAGATTCTTC-3)

y
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WSCR2-R (5'-CTTAATATTTAT TGTTCCTGGTTTCAGCC-3') disefiados por Castro et
al. (2007).

La reaccioén se prepard en un volumen final de 20uL, compuesto por: 10uL de
buffer10x, 0,8uL de MgCI2 (50mM), 1uL de dNTPs (4mM), 2uL de Taq polimerasa, 0,5uL
de cada cebador y 2ul de ADN gendmico. Las condiciones de amplificacion consistieron
en unadesnaturalizacién inicial a 95 °C por 1 min, seguida de 35 a 40 ciclos de: 95 °C
durante 45 s, 50 °C por 60 sy 72 °C por 90 s; finalizando con una extension a 72 °C por
10 min. El éxito de la amplificacion se verifico mediante electroforesis en gel de agarosa
al 0,8 %. Finalmente,la secuenciacion serealizé en un equipo PromethlON P2 utilizando

el kit Rapid barcoding 96 (SQL-RBK 114.96).

2.1.3 Procesamiento bioinformatico y alineamiento de secuencias.

Los datos crudos generados por el secuenciador PromethlON P2 fueron
procesados para la decodificacion de bases (basecalling) utilizando el software Dorado
(v.1.1.1). Posteriormente, las secuenciasresultantesfueron demultiplexadasy asignadas
a cada individuo mediante el flujo de trabajo wf-amplicon (v.1.1.4), disponible en el
paquete EPI2ME Labs. Finalmente, para construir el conjunto de datos definitivo, las
secuencias de cada muestra fueron alineadas con las secuencias de referencia
obtenidas de GenBank, empleando el algoritmo ClustalW implementado en el software

BioEdit (v.7.7.1).
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2.2 Analisis de datos.

Con el propdsito de responder a los objetivos planteados, se disefié un anélisis
comparativo a partir de un conjunto de datos denominado global, que incorpord
secuencias de la region control del ADNmt de R. typus disponibles en bases de datos
publicas. Este conjuntoincluyéregistros procedentes de Panama, Australia, la peninsula
de Yucatan y Baja California en México, el Golfo de Adén,India, Taiwan,Japén, Filipinas,

Sudafrica, ademas de las nuevas secuencias de Colombia.

2.2.1 Caracterizacion de la estructura genética.

Para caracterizar la estructura genética poblacional de Rhincodon typus, se
evaluo la distribucion jerarquica de la variacion genética mediante un Analisis de
Varianza Molecular (AMOVA). El andlisis de AMOVA se ejecutd en el software
ARLEQUIN (v.3.5.1.2), descomponiendo la varianza genética total en componentes
atribuibles a diferencias entre grupos de poblaciones, entre poblaciones dentro de los
gruposy dentro de las poblaciones.

Con el fin de identificar la estructura biogeografica mas probable, se definierony
compararon cuatro hipoétesis de agrupamiento a priori, basadas en estudios genéticos
previosy lasprincipalescuencasoceanicas: Laprimera hipotesis (Supuesto A) considerd
una divisién en dos grupos: Océano Atlantico frente al Indo-Pacifico. La segunda
(Supuesto B) plante6 una separacion en tres grupos correspondientes a las grandes
cuencas: Atlantico, indico y Pacifico. Una tercera hipotesis (Supuesto C) propuso una
estructura de cuatro grupos, manteniendo al Atlantico y al indico como unidades y

subdividiendo al Pacifico en Oriental y Occidental. Finalmente, la cuarta (Supuesto D)
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evalu6 un escenario mas detallado de seis grupos, separando Atlantico, indico, Pacifico
Occidental, Pacifico Oriental, un quinto grupo conformado por Arabia Sauditay Yibuti,y
un sexto grupo para Qatar.

La significancia estadistica de los indices de fijacion (FCT, FSC,y FST) se evalu6
mediante 1,000 permutaciones. Se selecciono el modelo de agrupacion que maximizara
la variacién entre grupos (mayor FCT significativo), que representaria la division
poblacional mas robusta. Unavez identificado el escenario de agrupaciéon mas probable,
se cuantifico la diferenciacion especifica entre cada par de grupos genéticos mediante el
calculo de FST pareados (pairwise FST), implementado también en ARLEQUIN
(v.3.5.1.2). Para evitar errores tipo | en comparaciones multiples, se aplicé la correccion
de Bonferroni, ajustando el nivel de significancia en los analisis de FST siguiendo la
formula acorr = a/m.

Finalmente, para explorar las relaciones entre los haplotipos y su distribucion
geografica, se construyé unared de haplotipos utilizando el método de Median-Joining

en el software POpART (v.1.7; Clementet al., 2000).

2.2.2 Estimacién de la diversidad genética.

Con el objetivo de cuantificar la variabilidad genética, se estimaron los indices de
diversidad estandar: namero de haplotipos (Nh), diversidad haplotipica (h), diversidad
nucleotidica (1) y numero de sitios segregantes (S). Los haplotipos fueron definidos en
DnaSP v6 a partir de variaciones de sitios segregantes.

Estos calculos se realizaron a dos niveles: (i) para cada una de las localidades de

muestreo individualesy (ii) para los grupos poblacionales que resulten definidos por el
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escenario de agrupacién mas robusto identificado en el AMOVA. Todos los indices de

diversidad se calcularon en ARLEQUIN v.3.5.1.2.

3. Resultados

3.1 Area de estudio, extraccién de ADN y secuenciacion.

3.1.1 Area de estudio y recoleccion de muestras.

Un total de 16 muestras de Rhincodon typus fueron colectadas en las
inmediaciones del Santuario de Faunay Flora Malpelo (Figura 1). En campo se logro
identificarel sexo de 13 especimenes: 11 hembrasy 2 machos. En cuantoa la estructura

etaria, se identificaron 6 juvenilesy 5 adultos (Tabla 1).

Tabla 1. Muestras colectadas en la Santuario de Fauna y Flora Malpelo (Pacifico Colombiano), indicando
el punto de buceo donde fueron colectadas, el sexo, el tamafio y el estadio de desarrollo de cada individuo.

El simbolo (-) sefiala los casos en los que no fue posible determinar alguno de estos datos.

Muestra Lugar Fecha muestreo Tamafio(m) Sexo Estadio
1 Acuario 08/09/2015 8 M Juvenil
2 Acuario 08/09/2015 8 F Juvenil
3 Arrecife 09/09/2015 5 F Juvenil
4 Nevera 09/09/2015 11 F Adulto
5 Acuario 11/09/2015 10 M Adulto
6 Acuario 12/09/2015 7 F Juvenil
7 Acuario 14/09/2015 7 F Juvenil
8 Nevera 12/06/2017 6 F -

9 Nevera 13/06/2017 6 F -
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10 Acuario 13/06/2017 10

11 Junior 26/07/2018 6 F

12 Arrecife 26/07/2018 6 F

13 - 28/05/2019 - F Adulto
14 - 02/06/2019 - Adulto
15 - 01/06/2019 - - Adulto
16 Arrecife 13/08/2019 4 F Juvenil

3.1.2 Extraccion de ADN, PCRy secuenciacion.

Se extrajo ADN de las 16 muestras enviadas por la Fundacion Malpelo y Otros
Ecosistemas Marinos, con concentraciones de ADN que van de los 1.25 ng a los 28.2
ng. De estas, 12 muestras fueron exitosamente amplificadas mediante PCR vy
posteriormente secuenciadas, recuperando fragmentos parciales de la region control del

ADNmt de entre 409-509 pb.

3.2 Analisis de datos.
En total se descargaron 836 secuencias de GenBank, provenientes de distintas
partes del mundo. A ellas se sumaron 12 secuencias parciales de la regién control

provenientes del Pacifico Colombiano (Figura 2).
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Figura 2. Mapa de localidades de donde provienen las muestras de tiburdn ballena (Rhincodon typus)
usadas en este estudio.
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Con el propdsito de responder a los objetivos planteados, se disefié un anélisis
comparativo a partir de un conjunto de datos denominado global, que incorporo
secuencias de la region control del ADNmt de R. typus disponibles en bases de datos
publicas. Este conjuntoincluydregistros procedentes de Panama, Australia, la peninsula
de Yucatan y Baja Californiaen México, el Golfo de Adén,India, Taiwan, Japén, Filipinas,

Sudafrica, ademas de las nuevas secuencias de Colombia.

3.2.1 Caracterizacion de la estructura genética.
El Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) revel6 una estructura genética global
fuerte y estadisticamente significativa (FST=0.175, p < 0.0001). Al comparar las cuatro

hipotesis de agrupacién propuestas, el modelo que mejor explicé la distribucion de la
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varianzagenéticafue el Supuesto C, que define cuatrounidades poblacionales: Atlantico,
indico, Pacifico Occidental y Pacifico Oriental. Este escenario fue el Ginico que arrojé un
valor de FCT significativo (FCT= 0.173, p = 0.044), lo que indica que el 17.3% de la
variacion genéticatotal se debe a la diferenciacion entre estas cuatro grandes regiones
biogeogréficas (Tabla 2).

La diferenciacion entre poblacionesdentrode cada unade estas regionesfue baja
y no significativa (FSC= 0.0025, p = 0.194), reforzando que la principal barrera al flujo
genético se ubica entre estas cuatro unidades. Aunque la diferenciacion entre los grupos
es clara, la mayor parte de la diversidad genética (82.47 %) se encontr6 dentro de las

poblaciones locales.

Tabla 2. Comparacién de modelos de estructura genética para el tiburén ballena (Rhincodon typus)
mediante Analisis de Varianza Molecular (AMOVA). Se presentan los resultados para las cuatro hipo6tesis
de agrupacién: A) considerados grupos: Atlantico e Indo Pacifico; B) considera las tres cuencas oceénicas
como division de las poblaciones; C) considera cuatro grupos: Atlantico, Pacifico oriental, Pacifico
occidental e indico; D) considera seis unidades poblacionales: Atlantico, Pacifico oriental, Pacifico
occidental, indico, y Arabia Saudita y Yibuti como una quinta unidad poblacional y Qatar como la sexta. La
tabla muestra el porcentaje de variacion explicado entre los grupos, el indice de fijacion (FCT) y su

significancia estadistica (p-value). El modelo con el mayor soporte estadistico se resalta en negrita.

o o Sumade Componentesde | Porcentaje de indicesde
Variacion Variacion . L L
cuadrados varianza variacion fijacion
FCT: 0.39806
Entre grupos 1736.175 11.79275 39.81 p:0.13490
A.
Entre poblaciones 123.472 0.10051 034 FSC: 0.00564

dentro de los grupos p :0.01075



DIVERSIDAD Y ESTRUCTURA GENETICA DE TIBURON BALLENA

23

Entre poblaciones 14930.366 17.73203 59.85 F§T0%§§§86
Entre grupos 1787.742 3.96873 18.25 F?Q).gélf;: °
Entre poblaciones 14930.366 17.73203 81.52 FSp':r:O.g.010851082
Entre grupos 1811.970 3.72487 17.32 F(;T:o,gglggzg
o Guerteme | e omsm | oa | 0000
Entre poblaciones |  14930.366 17.73203 82.47 FSpTzolgblgos’OBA'
Entre grupos 1869.807 2.63994 12.89 FCpTO%;?gs
D
Entre poblaciones 14669.825 17.61083 86.01 Fi‘l;)gols(;?osg

Los andlisis de Pairwise Fst (Tabla 3) mostraron que el Atlantico difiere

significativamente de las otras tres regiones (indico, Pacifico oriental y Pacifico

occidental). Al comparar el indico con el Pacifico Oriental, se observa una diferenciacion
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antesy después de la correccion de Bonferroni. Aunque la diferencia no es tan marcada
como en el caso del Atlantico, sigue siendo significativa. Por el contrario, en el Pacifico

Occidental no se presentan diferencias con respecto al Pacifico oriental o al indico.

Tabla 3. Resultados de andlisis Pairwise Fst para cada una de las poblaciones identificadas de tiburon
ballena (Rhincodon typus) en el AMOVA. Por debajo de la diagonal se muestran los resultados de Pairwise
Fst basado en el método de distancia, mientras que por encima de la diagonal se muestran los valores con

la correccién de Bonferroni. Valores significativos (p<0.05*) se muestran en negrita acomp afiados por un

*

Pacifico Pacifico
Atlantico indico
Oriental Occidental
Atlantico - 0.00000* 0.00000* 0.00000*
indico 0.42026* - 0.00293* 0.05664
Pacifico
0.34309* 0.00790* - -0.0320
Oriental
Pacifico
0.32353* 0.00697 0.00164 -
Occidental

La red de haplotipos, construida a partir de 73 secuencias Unicas, no evidencié
una clara diferenciacién entre las regiones geograficas (Figura 3). Los haplotipos mas
frecuentesy centrales fueron compartidos entre las cuatro cuencas estudiadas: Atlantico
(amarillo), indico (rojo), Pacifico Oriental (verde) y Pacifico Occidental (azul); se
observaron diferencias en las frecuencias de estos haplotipos compartidos entre las

regiones. Aquellos haplotipos centrales y de mayor frecuencia global se componen
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mayoritariamente por la poblacion del Océano indico. La topologia general de la red se
caracteriza por la presencia de multiples estructuras en forma de estrella, donde
numerosos haplotipos de baja frecuencia se conectan directamente a un haplotipo
central de alta frecuencia. Finalmente, se observaron multiples haplotipos derivados
(ubicados en las puntas de lared) que eran exclusivos de una Unicaregion geografica,

estos resultados.

Figura 3. Red de haplotipos parael tibur6n ballena (Rhincodon typus), usando el método de median-joining
para los 73 haplotipos encontrados a partir de las secuencias de la CR-ADNmt. Cada circulo representa
un haplotipo diferente y los colores corresponden a las cuatro unidades poblacionales identificadas
(amarillo: Atlantico, verde: indico, rojo: Pacifico oriental, azul: Pacifico occidental). Eltamafio delos circulos
es proporcional a la frecuencia de cada haplotipo y las marcas en las lineas representan el nimero de

pasos mutacionales entre un haplotipo y otro.
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En total, el analisis de las 848 secuencias revel6 un total de 73 haplotipos. Para
Colombia, se identificaron cinco haplotipos, incluyendo uno exclusivo para la zona. La
diversidad genética para el conjunto de datos global fue alta, con una diversidad
haplotipica (h) de 0.7947 y una diversidad nucleotidica (11) de 0.0480. A nivel de las 15
localidades de muestreo, los indices de diversidad genética mostraron una considerable
variacion (Tabla 4). La diversidad haplotipica (h) oscil6 entre un valor minimo de 0.5758
en Colombiay un maximo de 0.8864 en Filipinas. La diversidad nucleotidica (11) también
fue variable, registrando su valor mas bajo en Arabia Saudita (11 = 0.0229) y el mas alto

en Colombia (1r = 0.0967).

Tabla 4. Medidas de diversidad genética en cada localidad, donde n: nimero de secuencias, Nh: nimero

de haplotipos, h: diversidad haplotipica, m: diversidad nucleotidicay s: sitios segregantes.

Lugar n Nh h T S
0.7217 +/-1 0.022942 +/-

Arabia Saudita | 84 9 4598098
0.0290 0.011478
0.7554 +/-|1 0.038681 +/-

Yibuti 76 19 9.181133
0.0392 0.018849
0.7283 +/-| 0.028000 +/-

Qatar 45 7 2.286903
0.0490 0.014045
0.7575 +/-| 0.032054 +/-

Tanzania 57 11 4987564
0.0370 0.015826

0.7996 +/-|1 0.053839 +/-
Mozambique 62 18 11.285567
0.0431 0.026203
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0.8151 +/-| 0.044693 +/-

Seychelles 38 10 8.330187
0.0450 0.022096
0.8485 +/-1 0.050169 +/-
Maldivas 12 8 10.265318
0.1039 0.026458
0.7971 +/-1 0.034368 +/-
Ningaloo 162 28 12.540353
0.0217 0.016671
0.8864 +/-| 0.066378 +/-
Filipinas 33 15 11.087853
0.0418 0.032726
0.7969 +/-1 0.033709 +/-
Taiwan 26 11 12.054639
0.0620 0.017051
0.7460 +/-|1 0.030762 +/-
Japon 28 6 2.569732
0.0571 0.015571
Golfo de 0.7836 +/-| 0.046061 +/-
118 20 11.602541
California 0.0256 0.022274
0.6978 +/-1 0.073347 +/-
Golfo de México | 80 8 2422784
0.0310 0.035541
0.5758 +/-| 0.096656 +/-
Colombia 12 5 13.907850
0.1634 0.050491
0.7714 +/-1 0.026437 +/-
Panaméa 15 4 2.767900
0.0585 0.013990

Elanalisisdela diversidad para los cuatro grupos poblacionales definidos también

revel6 patrones especificos (Tabla 5). El grupo del Pacifico Occidental mostrd la mayor
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diversidad haplotipica (h = 0.8142), mientras que el del Atlantico presentd la mas baja (h
= 0.6978). Se observé un patrén discordante entre los dos indices de diversidad.

Por otra parte, el grupo del Atlantico, a pesar de tener la menor cantidad de
haplotipos (Nh = 8) y la menor diversidad haplotipica, registro la diversidad nucleotidica
mas alta de todos los grupos (11 = 0.0733). Mientras que el grupo del indico, que contenia
el mayor numero de haplotipos (Nh = 52), presenté la diversidad nucleotidica mas baja

(r = 0.0297).

Tabla 5. Datos de diversidad genética de tiburdn ballena (Rhincodon typus) para cada unidad poblacional,
donde n: numero de secuencias, Nh: nimero de haplotipos, h: diversidad haplotipica, m: diversidad

nucleotidica y s: sitios segregantes.

Lugar n Nh h m S
0.073347
0.6978 +/-
Atlantico 80 8 +/- 2.422784
0.0310
0.035541
0.029730
) 0.7554 +/-
Indico 536 52 +/- 15.742484
0.0392
0.014377
0.046398
Pacifico 07771 +/-| +/-
145 22 13.512303

Oriental 0.0241 0.022398
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0.042633
Pacifico 0.8142 +/-
87 23 +/- 12.705053
Occidental 0.0327
0.020748
4. Discusion

Este estudio constituye laprimera descripcion de la diversidad genéticadel tiburdn
ballena en Colombia mediante el analisis de ADNmt, especificamente en el Santuario de
Faunay Flora Malpelo. Las secuencias obtenidas constituyen las primeras muestras
provenientes del pais y aportan informacion de gran relevancia para la comprension de
la estructura genética de la especie. Si bien el tamafio de muestra es reducido, es una
limitacion comun en estudios con grandes vertebrados marinos debido a sus dificultades
inherentes en la recoleccion de datos (Kelley et al., 2016), los resultados alcanzados
representan un avance significativo para la region, con implicaciones relevantes para la
conservacion aescala local y regional.

El analisis de AMOVA revel6 una estructura genética compleja, donde la mayoria
de la diferencia se encuentra entre poblaciones (82.47%), mientras que la diferenciacion
dentro de estas fue baja (0.21%). Este patron ha sido documentado en otras especies
marinas, las cuales muestran variacion genética entre poblaciones y una diferencia
apenas notable dentro de las mismas, derivado de poblaciones grandesy capacidad de
dispersién (Palumbi, 1994). Asimismo, el valor de FCT significativo (0.17323; p=0.04399)

sugiere la existencia de barreras al flujo genético, ya sean oceanograficas (corrientes,
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frentes térmicos), geograficas o derivadas de patrones de comportamiento reproductivo
(Waples & Gaggiotti, 2006).

Particularmente para el tiburon ballena, su amplia distribucién se ha determinado
a través de estudios de telemetria y marcaje satelital, reportando desplazamientos de
larga escala, con trayectorias de mas de 13,000 km en 37 meses, abarcando tanto aguas
superficiales (28—32°C) como capas profundas de hasta 240 m, donde la temperatura
desciendea 10°C (Eckert & Stewart, 2001). Por otro lado, en el Pacifico Oriental Tropical,
se haobservado un patrén de segregacion sexual,donde los machos se desplazan hacia
el norte y las hembras hacia el sur, con el Santuario de Fauna y Flora Malpelo
funcionando como un punto de congregacion estratégico (Bessudo et al., 2016). De
manera complementaria, en el Atlantico se han identificado agregaciones estacion ales
en la peninsulade Yucatan, con desplazamientos superiores a 7,200 km en menos de
seis meses, posiblemente asociados a procesos reproductivos (Hueteret al., 2013), y en
S&o Pedro y Sdo Paulo se han identificado individuos adultos con evidencias de
apareamiento (Macena & Hazin, 2016). Estos hallazgos sugieren posibles patrones de
filopatria reproductiva que podrian contribuir a la estructura genética observada.

Los valores de FST indican que los individuos muestreados en el Santuario de
Faunay Flora Malpelo forman unamisma unidad poblacional con los muestreados en
México y Panama (Pacifico Oriental). Esta unidad esta claramente diferenciada de las
poblaciones del Pacifico Occidental y del indico, lo que sugiere que los tiburones ballena
del Pacifico Este Tropical se desplazan potencialmente de manera exclusiva entre las
areas del CMAR, reforzando la importancia de este corredor biolégico que no se trata

solamente del Santuario de Flora y Fauna Malpelo, sino que incluye &reas clave como el
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Archipiélago de Galapagos (Ecuador), la Isla Coco (Costa Rica) y la Isla Coiba (Panama),
cubriendo alrededor de 21 millones de km2 (Enright et al., 2021), conectados por
corrientes que proporcionan unadiversagama de condicionesoceanograficasentoda la
region y altos niveles de productividad y diversidad (Fiedler & Lavin, 2017). En este
sentido, los hallazgos subrayan la necesidad de un manejo regional coordinado que
considere la conectividad bioldgica entre estas areas, asi como la relevancia de incluir
otras areas marinas de México, como el Archipiélago de Revillagigedo (Ramirez-Macias
et al., 2012).

En contraste, las poblaciones del Pacifico Occidental y el indico no mostraron
diferenciacion significativa, lo que resulta consistente con estudios de telemetria que
documentan migraciones de 13.000 a 20.000 km (Eckert & Stewart, 2001; Guzman et
al., 2022). Esto sugiere un flujo genético mantenido entre ambas cuencas. Por su parte,
el Atlantico presentd valores de diferenciacién significativos antes y después de la
correccion de Bonferroni,lo que indica que su poblacion esta genéticamente separada.
Este patron coincide con lo sefialado por Castro et al. (2007), Meekan et al. (2017) y
Yagishita et al. (2020) mediante analisis de CR-ADNmt; por Schmidt et al. (2009)
utilizando microsatélites; por Hardenstineetal. (2022) y Vignaud et al. (2014) empleando
tanto ADNmt como microsatélites; y por Toha et al. (2020) utilizando COI.

Lared de haplotipos (Figura3) mostré unaorganizacién estrellada, con haplotipos
centrales de alta frecuencia (H1, H2) compartidos entre las cuatro unidades
poblacionales, lo que evidenciauna ancestralidad genética coman. Este patron podria

explicarse por la baja tasa de sustitucion delgenoma completo del tiburon ballena (Weber
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et al., 2020), favoreciendo la conservacién de estructuras genéticas ancestrales y
resultando en haplotipos compartidos o poco diferenciados.

Ademas, las cuencas del Océano indico y del Pacifico occidental muestran pocos
pasos mutacionales entre sus haplotipos, o que sugiere una diferenciacion genética
minima entre los individuos de esas regiones (Toha et al., 2020). En contraste, los
individuos del Pacifico Oriental presentan un mayor numero de pasos mutacionales
respecto a esas cuencas, y el Atlantico no solo evidencia esta diferenciacion, sino que
también exhibe un agrupamiento geografico mas marcado. Estos patrones respaldan los
resultados obtenidos en el andlisis de estructura poblacional,indicando que, aunque la
mutacion es lenta, los efectos acumulativos junto con aislamiento geografico o barreras
oceanicas pueden generar diferenciacion cuando el tiempo o las distancias son
suficientemente grandes.

La diversidad haplotipica encontrada es alta (h = 0.76) concuerda con valores
reportados previamente, posiblemente por el alto numero de haplotiposy la proporcion
de haplotipos unicos (alrededor del 30 %) distribuidos globalmente, donde el haplotipo
H1, es compartido por 313 individuos (36.9 %), sugiriendo un intercambio genético
ancestral entre cuencas, esto apoya la hipotesis de migraciones de largas distancias
propuesta por Castro et al. (2007). La diversidad nucleotidica (171 = 0.048), refleja una
baja divergencia entre los haplotipos, un patrén tipico de especies pelagicas abundantes
con amplia distribucion y longevidad (Avise et al., 1992; Kottillil et al., 2023).

La alta diversidad haplotipica, en conjunto con la baja diversidad nucleotidicay la
estructura estrellada de la red de haplotipos sugieren que la especie atraves6é un

crecimiento poblacional reciente (Grant & Bowen, 1998) y explican los resultados del
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AMOVA, donde en cada grupo poblacional se pueden encontrar los haplotipos mas
comunes, junto a haplotipos Unicos de cada unidad geografica, disminuyendo las
diferencias dentro de los grupos (FSC: 0.01258).

En conjunto, los resultados indican que, si bien existe una conectividad global del
tiburén ballena, existen unidades poblacionales diferenciadas cuya conservacion
requiere estrategias de manejo multinacionales. ParaColombia, las primeras secuencias
de Malpelo proporcionan unalineabase esencialy resaltan la necesidad de integrar esta
region en esfuerzos del CMAR y en redes globales de monitoreo genético. Ampliar el
muestreo en sitios poco explorados y combinar marcadores mitocondriales con datos
nucleares fortalecera la comprension de la conectividad del tiburén ballenay permitira
disefiar estrategias de manejo mas efectivas y adaptadas a su naturaleza altamente

migratoria.

4. Conclusiones

Este estudio constituye la primera descripcion de la diversidad genéticadel tiburdn
ballena en Colombia, proporcionando secuencias mitocondriales inéditas para el
Santuariode Faunay Flora Malpeloy estableciendounalineabase esencial para futuros

estudios en el pais.

Los andlisis de Fst evidencian que los individuos del Pacifico Oriental (Santuario
de Fauna y Flora Malpelo en Colombia, Panama y México) forman una unidad

poblacional diferenciada del Pacifico Occidental y del indico, lo que sugiere
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desplazamientos regulares de tiburones ballena entre las areas del Corredor Marino del

Pacifico Este Tropical (CMAR).

El Atlantico mostré6 una separacién genética significativa respecto a las demas
cuencas, corroborando estudios previos y destacando la existencia de unidades

poblacionales diferenciadas a escala global.

La alta diversidad haplotipica global (h = 0.76) y la baja diversidad nucleotidica (1T
= 0.048), sugieren unaexpansion demografica reciente a partir de un acervo genético
ancestral comun, lo cual es consistente con la baja tasa de sustitucion del genoma del

tiburdn ballena (Weber et al., 2020).

6. Recomendaciones (Opcional)

Los resultados previamente visualizados, enfatizan en la necesidad de un manejo
regional coordinado entre los paises del CMAR e iniciativas globales de conservacion,
incluyendo la incorporacion de areas estratégicas como el Archipiélago de Revillagigedo
en México.

Asimismo, se sugiere ampliar el muestreo en regiones poco exploradas y
aumentar el tamafio de muestras en areas criticas Incorporando a su vez marcadores
nucleares y gendmicos que permitan caracterizar con mayor precision la estructura

poblacional y los patrones de conectividad.
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