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RESUMEN

El comercio internacional de aletas, tanto legal como ilegalmente, ha sido responsable de
la pesca de hasta 100 millones de individuos anualmente. El tiburén azul, Prionace
glauca, una de las especies de tiburon méas abundantes y con mayor distribucion a nivel
mundial, representa alrededor del 10-20% de la captura global anual de tiburones gracias
a su alta demanda para el comercio de aletas de tiburdn. El estudio de los sistemas de
apareamiento y su influencia en la dindmica de las poblaciones es critico para los
programas de conservacion y manejo de las pesquerias, especialmente para las especies
sobreexplotadas. La paternidad mdaltiple (PM) es una estrategia reproductiva
extensamente reconocida en varias especies de elasmobranquios, sin embargo, hasta hoy
en dia no ha sido reportada en el tiburdn azul. Para evaluar la ocurrencia de PM en esta
especie, se extrajo ADN de muestras de tejido de 12 hembras gravidas junto con sus
camadas para llevar a cabo su genotipificacion. Se probaron siete loci polimérficos para
la identificacion de multiples padres y la estimacion de su éxito reproductivo en una
camada. Nuestros resultados sugieren que la PM es comun en el tiburon azul, donde 83%
de las camadas analizadas fueron fertilizadas por al menos dos padres. En especies
altamente migratorias como el tiburén azul, la paternidad maltiple podria incrementar el
tamafio efectivo poblacional, amortiguando la perdida de variabilidad genética en

poblaciones globales panmicticas, y reducir su riesgo de extincion.



ABSTRACT

The international shark-fin trade is supplied by both the legal and illegal trade of up to
100 million individuals annually. The blue shark, Prionace glauca, one of the most
abundant and widely distributed shark species, is estimated to account for nearly 10-20%
of the annual global catch in sharks and is a highly desired species for the shark fin trade.
Understanding mating systems and their influence on population dynamics is critical in
conservation and management programs, particularly for over-exploited species. Multiple
paternity (MP), a widely recognized reproductive strategy in a variety of elasmobranch
species, has not been investigated in blue sharks to date. Therefore, to asses MP in this
species, DNA was extracted from muscle samples of 12 dams and their litters for further
STR-genotyping. We tested seven polymorphic loci for single-sire exclusion and
estimation of relative sire contribution in each litter. Our results suggest that multiple-
sired litters are common in the blue shark with 83% of the litters sired by at least two
individuals. In highly migratory species such as blue shark, multiple paternity might
increase the effective population size and buffer the loss of genetic variability in global

panmictic populations, thus reducing the risk of extinction.
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1. Introduccidén

Los condrictios son considerados unos de los grupos taxondémicos mas exitosos desde
una perspectiva evolutiva, pues el desarrollo de sus adaptaciones les ha permitido
sobrevivir a las extinciones que han ocurrido en los ultimos 400-450 millones de afios
(Carrier et al., 2004; Grogan y Lund, 2004). Este grupo de peces de esqueleto cartilaginoso
es diverso, e incluye a los elasmobranquios (tiburones y batoideos) y los holocéfalos

(quimeras) (Conrath y Musick, 2012).

A lo largo de su historia evolutiva, los elasmobranquios han desarrollado distintas y
complejas estrategias reproductivas. Aunque todos los representantes del este grupo
presentan fecundacién interna, la estrategia reproductiva (oviparidad, ovoviviparidad o
viviparidad), los periodos de gestacion, sistemas de apareamiento y ciclos ovaricos pueden
variar entre especies e incluso dentro de la misma especie en respuesta a sus parametros

demogréficos (Carrier et al., 2004).

Los sistemas de apareamiento (p.e. monogamia o poligamia), influyen de manera
importante en la dinamica de las poblaciones (Griffiths et al., 2012), ya que pueden
modificar la identidad y la estructura genética poblacional, su demografia y potencial
adaptativo (Pearse y Anderson, 2009; Ashby y Gupta, 2013; Holman y Kokko, 2013;
Marino et al., 2015). La poliandria es una estrategia de apareamiento bastante comun en
los elasmobranquios, tanto en especies con reproduccién vivipara como ovovivipara
(Portnoy y Heist, 2012; Corrigan et al., 2015; Holmes et al., 2018), y puede tener como
consecuencia la formacion de camadas de multiples padres; donde una hembra copula con

dos 0 mas machos, y éstos contribuyen en la produccion de la progenie (Carrier et al.,



1994; Daly-Engel et al., 2006). Pese a que la biologia reproductiva de los elasmobranquios
ha sido estudiada ampliamente, los aspectos relacionados con las estrategias de
apareamiento no son tan conocidos. Esto debido a la dificultad de llevar a cabo
observaciones directas de su comportamiento durante el cortejo y la copula, en parte por
el hecho de que, al tener un habitat no tan accesible, se tiene un conocimiento limitado de
las areas de reproduccion (Portnoy y Heist, 2012; Marino et al., 2015). Sin embargo, la
incorporacion de marcadores genéticos moleculares ha facilitado el estudio del
comportamiento reproductivo (Fitzpatrick et al., 2012; Marino et al., 2015), aportando
informacion que no podria ser corroborada usando exclusivamente las observaciones de

campo (Zeh 'y Zeh, 2001).

El uso de estos marcadores genéticos ha permitido reconocer la presencia de paternidad
multiple en especies que se creian mondgamas, asi como confirmar y estimar su frecuencia
en especies poliandricas (Zeh y Zeh, 2001; Castillo-Péez, 2017). Las ventajas de la
paternidad multiple incluyen el aumento de la variabilidad genética y el potencial de
adaptacion de las poblaciones (Chapman et al., 2004; Griffiths et al., 2012), incrementa
el éxito reproductivo de los machos (Daly-Engel et al., 2010), y aumenta la tasa de
supervivencia de la progenie donde la hembra es fecundada con esperma de “mejor

calidad” (Yasui, 1998; Zeh y Zeh, 2001).

El estudio de la biologia reproductiva para estas especies es importante ya que son
altamente vulnerables y tienen una baja resiliencia a la explotacidn por su historia de vida
(Smith et al., 1998). La mayoria de las especies de tiburdn tienen una baja fecundidad,

edad tardia de madurez y una tasa de crecimiento lenta (Chapman et al., 2004; Holmes et



al., 2018), por lo que conocer a detalle los sistemas de apareamiento de estas especies
puede contribuir a evaluar el impacto y las posibles consecuencias reproductivas de la
explotacion comercial (Daly-Engel et al., 2006), permitiendo asi la planificacion de
estrategias orientadas al manejo pesquero sustentable y a la conservacién de la

biodiversidad (Walker, 2005).

El tiburdn azul es la especie de tiburon mas abundante y con la distribucion mas amplia,
razén por la que es la especie con mayor nimero de capturas tanto por pesca dirigida como
de forma incidental (Sosa-Nishizaki et al., 2008; Furlong-Estrada et al., 2017). En el
Pacifico Noreste de México el tiburdn azul es la especie con mayor abundancia, por lo
que es el principal objetivo de la captura por parte de la flota palangrera tiburonera en
aguas ocednicas y la segunda especie de tiburén mas importante de las capturas en aguas

costeros-oceanicas (Sosa-Nishizaki et al., 2002; VVélger-Santos, 2011).

Pese a que el tiburon azul es una de las especies de elasmobranquios de mayor importancia
comercial, se desconocen aun algunos aspectos sobre su biologia reproductiva que son
fundamentales para entender la dinamica de sus poblaciones y poder llevar a cabo una
explotacion responsable y sustentable. En particular, el presente trabajo esta orientado al
estudio de la estrategia de apareamiento del tiburon azul para evaluar la ocurrencia de

paternidad mdltiple.



2. Antecedentes

2.1. Poliandria y paternidad multiple en elasmobranquios

La poliandria es una estrategia reproductiva comun en varios taxones como los insectos,
peces, anfibios, reptiles, aves y mamiferos, en los que como consecuencia pueden
presentarse eventos de paternidad multiple (Evans y Magurran, 2000; Adams et al., 2005;
Bretman y Tregenza, 2005; Daly-Engel et al., 2006; Dean et al., 2006; Jensen et al., 2006;
Daly-Engel et al., 2010). En varias ocasiones la poliandria puede presentarse como
consecuencia de la reproduccién gregaria en la que el esperma de varios machos puede
traslaparse en tiempo y espacio, fecundando el mismo conjunto de évulos (Pizzari y
Wedell, 2013). La paternidad maltiple se presenta frecuentemente en los peces donde la
fertilizacion es interna, tal es el caso de los elasmobranquios (Feldheim et al., 2001;
Saville et al., 2002; Chapman et al., 2004; Schmidt et al., 2010; Byrne y Avise, 2012;
Fitzpatrick et al. 2012; Griffiths et al., 2012; Marino et al., 2015; Pirog et al., 2015; Lyons

etal., 2017).

Se sabe que la paternidad multiple puede afectar directamente la variabilidad genética y
el potencial de adaptacidn de las poblaciones (Chapman et al., 2004; Griffiths et al., 2012),
pero hasta la fecha todavia existen diversas hipétesis sobre las ventajas de esta estrategia
reproductiva. En el caso de los elasmobranquios, para los machos, la ventaja de aparearse
con varias hembras es bastante evidente ya que, al aparearse con multiples parejas, su
descendencia va a ser mayor y por ende su éxito reproductivo aumentaria (Daly-Engel et
al., 2010). Por otro lado, las hembras, por el hecho de que no reciben algun beneficio

nupcial o de cuidado por parte de los machos, los beneficios son menos evidentes. Se cree



que los beneficios de aparearse con varios machos son indirectos o genéticos. (Zeh y Zeh,

2001; Daly-Engel et al., 2010; Griffiths et al., 2012; Pirog et al., 2015).

La hipotesis sobre los beneficios intrinsecos consiste en que la copula con varios machos
puede aumentar la probabilidad de fecundar el 6vulo con un esperma de “buena calidad”
(Watson, 1991; Madsen et al., 1992; Birkhead et al., 1993; Zeh y Zeh, 2001). Esto a su
vez implica que el aparearse con varios machos puede compensar por una mala eleccion
de pareja (Kempenaers et al., 1992; Zeh y Zeh, 2001), al igual que disminuir la
probabilidad de fecundar con esperma incompatible (Zeh y Zeh, 2001; Chapman et al.,
2004; Castillo-Péez, 2017). Como consecuencia la progenie de la hembra va a tener una
mayor variabilidad genética, y esto puede aumentar su probabilidad de supervivencia ante
una incertidumbre ambiental (Yasui, 1998; Zeh y Zeh, 2001). Ademas, la descendencia
masculina de la hembra tendria el potencial de producir esperma con mayor diversidad
genética y competitivamente superior, con lo que aumentaria su éxito reproductivo (Keller

y Reeve, 1995; Zeh y Zeh, 2001).

La teoria méas aceptada es que la paternidad multiple es una consecuencia del conflicto
sexual, conocido como poliandria por conveniencia. Esta teoria hipotetiza que el gasto
energético para evadir copulas maltiples seria mayor al que representa el apareamiento
maultiple, por lo que es comun que las hembras copulen con varios tiburones (DiBattista
et al., 2008; Griffiths et al., 2012; Pirog et al., 2015). Normalmente los apareamientos
entre elasmobranguios son muy agresivos; los machos muerden a las hembras durante la
copula (Parsons et al., 2008; Pirog et al., 2015), lesionando sus costados e incluso la cloaca

debido a la penetracion (Pratt y Carrier, 2001).



En los sistemas donde la paternidad multiple estd presente, el éxito reproductivo de los
machos va a depender del acceso y la oportunidad de fecundar a una hembra. Esto puede
conllevar a la competencia entre machos, y a su vez a la evolucidn de varias estrategias
para aumentar su éxito reproductivo (Lyons et al., 2017). En las especies en las que la
competencia intrasexual conlleva a que los espermas compiten para fecundar el 6vulo
después de la copula (Parker, 1970; Lyons et al., 2017), generalmente se presenta el
desarrollo de testiculos de mayores dimensiones (tamafio 0 peso) en relacion a especies
en las que la disponibilidad de parejas y el éxito reproductivo es mas equitativo (Lyons et

al., 2017).

Por otro lado, las hembras han desarrollado una serie de estrategias reproductivas que
pueden promover o inhibir el acceso de los espermas a los huevos, como la eleccion
criptica (Lyons et al., 2017). Esta estrategia permite a la hembra “elegir’ los
espermatozoides que van a fecundar sus huevos a través de diversos mecanismos de
comportamiento, fisiolégicos y/o morfoldgicos (Portnoy y Heist, 2012; Lyons et al.,
2017). La frecuencia de paternidad maultiple es, sin duda, reflejo de la probabilidad de

encuentro entre individuos maduros (Daly-Engel et al., 2010; Nosal et al., 2013).

Ciertas especies de elasmobranquios pueden extender su periodo de ovulacién (Castro,
2000), extender sus periodos de apareamiento (Kajiura et al., 2000), o almacenar esperma
durante periodos prolongados (Pratt, 1993). Existen ademas ciertos eventos que pueden
aumentar la tasa de encuentro entre parejas potenciales, tales como la formacién de
agregaciones espacio-temporales para el apareamiento o la filopatria de las hembras a las

zonas de crianza, con los que puede favorecerse la ocurrencia de poliandria (Carrier et al.,



1994; Whitney et al., 2004; Schmidt et al., 2010; Marino et al., 2015; Castillo-Péaez, 2017)

y aumentar la probabilidad de éxito reproductivo (Daly-Engel et al., 2006).

No obstante, ya que en la mayoria de los elasmobranquios la agregacion durante la
temporada de apareamiento no parece ser tan comun (Daly-Engel et al., 2006), es probable
que las hembras se apareen con cualquier pareja potencial, ya que tienen poca oportunidad

para evaluar al macho (Carrier et al., 1994; Daly-Engel et al., 2006).

Una intensa explotacién pesquera pudiera tener un efecto de reduccién en la tasa de
encuentro entre organismos debido a la disminucion global en la densidad poblacional o
a una alteracion en la proporcion de sexos (Daly-Engel et al., 2006; Castillo-Paez, 2017).
Es por ello que el estudio de la biologia reproductiva de los elasmobranquios, que incluye
la estructura de talla y edades de los individuos maduros, comportamiento reproductivo
(sistemas de apareamiento), los periodos de ovulacién, zonas y temporadas de
apareamiento, gestacion y nacimiento, es esencial para poder llevar a cabo un manejo y
conservacion adecuado en especies bajo explotacion comercial, especialmente en aquellas

con alta vulnerabilidad (Castillo-Paez, 2017).

A pesar de que existe una gran variedad de estudios sobre la biologia reproductiva en
elasmobranquios, para muchas especies de tiburones no se cuenta con suficiente
informacidn sobre sus sistemas de apareamiento. Esto generalmente esta asociado con la
dificultad para la obtencion de organismos completos a partir de las capturas comerciales,
lo que limita la posibilidad de seleccionar y tomar datos de hembras gravidas y sus
camadas, especialmente en especies de habitos pelagicos (Corrigan et al., 2015; Holmes

etal., 2018).



2.2. La biologia reproductiva del tiburén azul

El tiburon azul es una especie oceanica epipelagica, perteneciente a la familia
Carcharhinidae, y es una de las especies de tiburon méas abundantes en el mundo. Tiene
una distribucién cosmopolita en los oceanos tropicales y templados, en latitudes entre
~60°N hasta 50°S (Nakano y Stevens, 2008; Fujinami et al., 2017). Nakano y Stevens
(2008) observaron que la abundancia del tiburén azul se incrementa a mayores latitudes
que el ecuador, y en aguas tropicales se encuentran a mayor profundidad. Es una especie
a la que se le puede encontrar entre la superficie y los 600 m de profundidad, aunque se
ha reportado que puede llegar casi hasta los 1000 m (Stevens et al., 2010). Abundan en
temperaturas frias entre 7° y 16°C (Compagno, 1984), pero puede tolerar temperaturas

mayores a 21°C (Compagno, 1984; Nakano y Stevens, 2008).

Es una especie altamente migratoria a grande escala (Fujinami et al., 2017), con patrones
complejos de movimientos y distribucion relacionados con su reproduccion, la
distribucion de su alimento y las variaciones estacionales de la temperatura del agua
(Kohler y Turner, 2008; Nakano y Stevens, 2008; VVogler-Santos et al., 2012). Las rutas
migratorias realizadas por esta especie pueden cubrir grandes distancias ya que puede

cruzar cuencas oceanicas (Volger-Santos, 2011).

Por lo general las poblaciones de tiburdn azul se segregan dependiendo de su tamafio y
sexo (Litvinov, 2006). Normalmente los juveniles y las hembras prefiadas se encuentran
mas cercanos a la costa, en zonas llamadas “zonas de crianza”, y los adultos machos se

segregan en aguas oceanicas, en grupos conocidos como “clubes de machos” (Litvinov,



2006; Vogler-Santos et al., 2012). No obstante, debido a la distancia geografica entre
ambos grupos, es comun que éstos se mezclen (Litvinov, 2006). Adicionalmente se ha
reportado que en la temporada de reproduccion las hembras maduras migran hacia las
zonas oceénicas en donde se encuentran los grupos de machos para aparearse. Las
hembras pueden permanecer ahi durante la primera etapa de fertilizacion y posteriormente

migrar hacia las zonas de crianza para dar a luz (Litvinov, 2006; Nakano y Stevens, 2008).

La reproduccion del tiburén azul es vivipara placentaria (Compagno, 1984; Nakano y
Stevens, 2008), con una alta fecundidad con un promedio de 30-40 embriones por camada
(Stevens et al., 2010), sin embargo, pueden llegar a tener hasta 135 embriones
(Compagno, 1984). Se estima que su periodo de gestacion se encuentra entre 9 a 12 meses
(Pratt, 1979; Compagno, 1984; Nakano y Stevens, 2008; Carrera-Fernandez et al., 2010;
Fujinami, 2017). Se ha observado una variacion reproductiva en las poblaciones del
tiburén azul en distintas regiones, en donde pueden presentarse ciclos reproductivos
anuales o bienales. Fujinami y colaboradores (2017) estiman que el ciclo reproductivo es
anual, con un pequefio porcentaje de hembras que se reproducen menos frecuentemente.
En contraste, Carrera-Fernandez y colaboradores (2010) Ilegaron a la conclusion que el

tiburon azul tiene un ciclo reproductivo bienal.

Por lo general las crias nacen con una longitud precaudal (LPC) de 34-36¢cm (Fujinami et
al., 2017) y los adultos llegan a tener una longitud total de 383cm (Compagno, 1984; ISC,
2017). En el Pacifico norte el 50% de las hembras se consideran maduras a los 6.3 afios
con una LPC de 156.6-167.4cm, y para los machos el 50% son maduros a los 5.5 afios con

una LPC de 160.9cm (Fujinami et al., 2017).



Una de las caracteristicas reproductivas interesantes del tiburén azul es que las hembras
pueden almacenar esperma en las glandulas oviducales posteriormente a la copula, y
pueden almacenarlas de 9-12 meses, igual que el periodo de gestacion. Sin embargo, es

una caracteristica en hembras maduras que copulan frecuentemente (Pratt, 1979).

El tiburdn azul se podria considerar como una de las pocas especies de tiburdn de tamafio
grande (>2m de longitud) con una productividad bioldgica relativamente alta gracias a su
tasa de crecimiento alta, madurez sexual entre los 4-6 afios, y su alta fecundidad, con un
promedio de 35 crias (Furlong-Estrada et al., 2017; Rigby et al., 2019). Ademas, es una
especie clave en los ecosistemas pelagicos en aguas de todo el mundo por ser un

depredador de alto nivel (Litvinov, 2006).
2.3. Pesqueria del tiburon azul

Debido a su abundancia y distribucion cosmopolita (Vogler-Santos et al., 2012; Furlong-
Estrada et al., 2017), el tiburdn azul representa una especie objetivo en varias pesquerias
de tiburén a nivel mundial, orientadas principalmente a la comercializacion de las aletas
y la carne, al igual que de su piel y el aceite del higado (Compagno, 1984; Camhi et al.,
2008; Volger-Santos et al., 2012; Fujinami et al., 2017). Ademas, el tiburén azul es la
especie mas frecuentemente capturada de forma incidental por pesquerias de palangre y
con redes de enmalle a nivel global, especialmente por pesquerias de atunes y pez espada

(Nakano y Stevens, 2008; ISC, 2017).

En ciertas regiones como el Atlantico Norte y Sur, y el Océano indico se han estimado
disminuciones en su poblacion, mientras que para el Pacifico Norte y Sur se ha reportado

incrementos en su abundancia (Rigby et al., 2019). El tiburon azul se encuentra clasificado
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actualmente como especie “casi en riesgo” (Near Threatened) en la Lista Roja de Especies
de la IUCN (International Union for Conservation of Nature). Esta categoria representa a
especies con evaluaciones poblacionales inciertas, pero en las que existen evidencias de
que esté proxima a cumplir con los criterios para considerarla dentro de las categorias de
riesgo. Para el caso del tiburdn azul algunos estudios sugieren una reduccién promedio de
7.3% en su poblacion en los ultimos 30 afios (~3 generaciones), mientras que otras

evaluaciones indican que la reduccion ha sido de hasta un 20-29% (Rigby et al., 2019).

En el Pacifico Noreste de México el tiburdn azul es la especie con mayor nimero de
capturas por la flota palangrera en aguas oceanicas, y la segunda especie mas importante
en aguas costero-oceanicas (Sosa-Nishizaki et al., 2002; Vélger-Santos, 2011), siendo la
especie mas capturada tanto por pesca dirigida como incidental (Sosa-Nishizaki et al.,
2008; Furlong-Estrada et al., 2017). En Meéxico es la especie mas importante
comercialmente, siendo una fuente importante de alimento e ingresos econdémicos,
principalmente en las comunidades costeras del Pacifico Norte, en la peninsula de Baja
California (Blanco-Parra et al., 2008; Godinez-Padilla et al., 2016; Furlong-Estrada et al.,

2017).

En el periodo de 2011-2015 Godinez-Padilla y colaboradores (2016), examinaron 683
bitdcoras de pesca comercial de tiburén de la flota palangrera de Ensenada, Baja
California, registrando que, de las 18 especies capturadas, el 89.25% de la captura total
fue de tiburdn azul. Esta proporcidn es similar en otras regiones, tanto en México como
en el mundo, lo que ha generado una preocupacion por el impacto de las capturas sobre

las poblaciones del tiburon azul. Aunado a lo anterior, el notable incremento en las
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capturas ilegales de elasmobranquios en todos los océanos, incluyendo una proporcion

importante que no puede ser cuantificada, agravan la situacion (Camhi, 2008)

A pesar de que el tiburon azul representa los mayores volumenes de captura de la
pesqueria legal, asi como de las pesca ilegal, no declarada y no reglamentada (INDNR),

aun se desconocen a detalle muchos aspectos de su biologia reproductiva.

Por lo anterior, es esencial conocer el estado de salud de las poblaciones de tiburones. Para
esto es importante conocer ciertos atributos, como los pardmetros reproductivos, para
poder evaluar las poblaciones y el riesgo ecoldgico que conlleva la explotacion pesquera
(Walker, 2004; Carrera-Fernandez et al., 2010). Estimar los pardmetros reproductivos,
como la fecundidad, proporcion sexual intrauterina, relacion numero de crias y talla de la
madre, frecuencia reproductiva, entre otros, es fundamental para establecer puntos de
referencia bioldgicos para desarrollar estrategias de manejo pesquero apropiadas (Walker,

2005).

2.4. Microsatélites como marcadores moleculares

La genética molecular ha representado una herramienta sumamente valiosa para el estudio
de los elasmobranquios, ya que a partir de una pequefia muestra de tejido se puede obtener
una gran cantidad de informacién sobre el individuo, sus poblaciones, la especie y su
historia evolutiva (Dudgeon et al., 2012). Esta informacion es clave para conocer sus
niveles de variabilidad genética, delimitar sus poblaciones y su conectividad, conocer su
tamano efectivo y estudiar sus sistemas de apareamiento y demografia historica, aspectos
fundamentales para la implementacion de estrategias para la conservacion y manejo de las

especies (Larson et al., 2017).
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Los microsatélites son los marcadores genéticos mas utilizados en estudios de asignacion
de paternidad y niveles de parentesco debido a sus altos niveles de polimorfismo y amplia
distribucion en el genoma (Portnoy y Heist, 2012). Los microsatélites son secuencias
cortas de ADN nuclear compuestas por unidades repetitivas de nucleétidos, generalmente
de entre dos y hasta seis nucleétidos repetidos en tandem (Silver, 2001; Vazquez-Lobo y
Morales-Garcia, 2014). Aungue se distribuyen en regiones codificantes y no codificantes,
las Gltimas son particularmente abundantes y son caracterizados por tener niveles muy
altos de polimorfismo, lo que los hace ideales para ser utilizados como marcadores
moleculares (Zane et al., 2002; Portnoy y Heist, 2012; Vazquez-Lobo y Morales-Garcia,

2014).

El uso de los marcadores microsatélites, permite analizar la segregacion de los alelos y
entender los sistemas de apareamiento y la asignacién parental cuando las observaciones
en campo no son posibles 0 no aportan suficiente evidencia (Zeh y Zeh, 2001; Castillo-
Paez, 2017). Estos marcadores han permitido reportar la paternidad multiple en especies
que se creian mondgamas, al igual que en especies poliandricas (Zeh y Zeh, 2001; Marino

etal., 2015).

Mediante el uso de microsatélites se han estudiado los sistemas de apareamiento en
diversas especies de elasmobranquios, lo que ha permitido determinar la ocurrencia de
paternidad multiple en especies como el tiburdn gata Ginglymostoma cirratum (Saville et
al., 2002), el cazdn cabeza de pala Sphyrna tiburo (Chapman et al., 2004), la raya redonda
comdn Urobatis halleri (Lyons et al., 2017), el tiburén gato moteado Scyliorhinus

canicula (Griffiths et al., 2012), los tiburones sedosos Mustelus mustelus y Mustelus
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punctulatus (Marino et al., 2015), el tiburdn toro Carcharhinus leucas (Pirog et al., 2015)

y tiburén limoén, Negaprion brevirostris (Feldheim et al., 2001), entre otros.

Bajo el escenario planteado, el presente trabajo de tesis plantea llevar a cabo, a través del
uso de marcadores genéticos tipo microsatélite, un andlisis de asignacion parental en
camadas de tiburén azul obtenidas de hembras gravidas capturadas por la flota tiburonera
palangrera de la costa occidental de la Peninsula de Baja California. A partir de la
informacion proporcionada por el andlisis se podra conocer si la especie presenta
paternidad multiple al igual que su frecuencia, contribuyendo al conocimiento de la
biologia reproductiva y la planeacién de las estrategias de manejo y conservacién de este

importante recurso pesquero de la regién y del pais.

14



3. Hipotesis

Con base en las evidencias de paternidad multiple en otras especies de elasmobranquios,
incluyendo al grupo de los carcarinidos, se espera que la mayoria de las hembras de
tiburdén azul (Prionace glauca) de la costa occidental de la Peninsula de Baja California,

exhiban esta estrategia de apareamiento.

4. Objetivos

4.1. General

Evaluar la ocurrencia de paternidad multiple en el tiburon azul (Prionace glauca) en

las zonas de pesca de la costa occidental de la Peninsula de Baja California.

4.2. Especificos

4.2.1. Cuantificar el nivel de polimorfismo de los microsatélites en las muestras
de tiburon azul de la zona de estudio.

4.2.2. Optimizar la amplificacion multiple de un conjunto de microsatélites
informativos para identificar la presencia de paternidad multiple en la
especie.

4.2.3. Estimar la frecuencia de paternidad multiple con base en los genotipos
multilocus de la progenie.

4.2.4. Calcular la contribucion individual de cada macho en las camadas con

paternidad mdltiple.
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5. Area de estudio

La zona econdmica exclusiva de México en el Pacifico cuenta con més de 2.3 millones de
km? de extension marina. Cuenta con una batimetria sumamente variable ya que la
maxima profundidad registrada, frente a las costas de Chiapas y Oaxaca, es de mas de
6,000 m., sin embargo, la mayor parte de la region no sobrepasa los 2,000 m (Espinosa,

2004).

El Pacifico nororiental mexicano es una region muy dinamica, gracias a la influencia de
corrientes oceanicas (Voélger-Santos, 2011) y las surgencias (Parés-Sierra et al., 1997). La
mas importante es la Corriente de California, que ingresa desde el noroeste hasta el
ecuador (Kessler, 2006; Volger-Santos, 2011), caracterizada por tener agua de baja
temperatura y salinidad (De la Lanza-Espino, 1991), y ser controlada por un viento
dominante (Espinosa-Carreon et al., 2007). Otra corriente de gran influencia, por ejemplo,
es la Corriente Costera Mexicana, que proviene de la region tropical desde el sureste, y
sube hasta el polo norte, paralelo a la costa (Lavin et al., 2006; Vdélger-Santos, 2011).
También se presenta una contracorriente subsuperficial con direccidn hacia el polo a lo
largo del talud continental, conocida como la Contracorriente de California (Durazo et al.,
2010). Las surgencias son resultantes del forzamiento de gran escala y del bombeo de
agua fria, regidas por los vientos del NW-SE, y aportan energia al sistema (Parés-Sierra
et al., 1997). Ademas, en la capa superficial se encuentran las corrientes geostroficas a lo

largo de la costa, en direccidn al sur (Kessler, 2006).
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6. Metodologia

6.1. Colecta de muestra

La colecta de muestras fue llevada a cabo por las embarcaciones de la industria
pesquera palangrera tiburonera de Ensenada, B. C., durante el periodo de enero a
noviembre de 2019 en un total de 14 viajes de pesca comercial. La pesca de tiburdn
azul se lleva a cabo a lo largo de la costa de la Peninsula de Baja California en el
Pacifico noroeste de México, en puntos variables entre viajes de pesca y temporadas.
Las zonas de captura de la temporada enero-noviembre 2019 se indican en la Figura

1.

Los individuos obtenidos fueron examinados en el Instituto Nacional de Pesca y
Acuacultura (INAPESCA), donde se documentd la longitud total (LT), longitud furcal
(LF), longitud precaudal (LPC) y longitud interdorsal (LID), asi como el peso total de
cada uno de los individuos. Para las hembras y machos también se midieron sus
organos reproductores. Ademas, los embriones de las hembras gravidas fueron
sexados, medidos, pesados y se registro el utero al que pertenecian (derecho o

izquierdo) (Anexo 1, 2y 3).
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Se cortaron pequefias muestras de tejido muscular de cada espécimen (adultos y
progenie), almacendndolos de forma individual en tubos de plastico con tapa de rosca
debidamente etiquetados. Para garantizar la integridad de las muestras de tejido, éstas
fueron almacenadas y preservadas a -20°C hasta su procesamiento. En total se

recolectaron muestras de 22 machos, 12 hembras gravidas y 246 embriones.

Figura 1. Area de estudio. Zonas de captura de los viajes pesqueros de Prionace glauca.
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6.2. Procesamiento de muestras

6.2.1. Extraccién de ADN

La extraccion del ADN genomico fue realizada mediante la digestion del tejido
muscular utilizando proteinasa K (20mg/ml), y STEN (0.4 M NaCl, 10mM Tris-HCI,
2mM EDTA pH 8, 20% SDS), y precipitando el ADN mediante el método de sales-

Proteinasa K adaptada con diferencia de volimenes de Aljanabi y Martinez (1997).
6.2.2. Optimizacién y control de calidad de amplificacion

Para la genotipificacion de las muestras, se seleccionaron 7 microsatélites altamente
polimérficos desarrollados para la especie P. glauca (Taguchi et al., 2013) con la
finalidad de identificar los marcadores con mejor desempefio (reproducibilidad y
eficiencia en laamplificacion). La informacion detallada de los marcadores empleados

se describe en la Tabla I.
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Tabla I. Loci microsatélites para P. glauca que fueron evaluados para su optimizacion en amplificaciones
multiples (multiplexing PCR). Se indica el nombre original de cada locus y el nimero de alelos (NA)
reportado en tiburones azules del Pacifico Norte por Taguchi y colaboradores (2013). La secuencia de cada
cebador “forward” (F) incluye la secuencia de la etiqueta universal empleada para la incorporacion del
fluorocromo (TGTAAAACGACGGCCAGT) y el fluorocromo especifico.

Etiqueta de Secuencia 5° — 3
Locus (NA)
microsatélite F: forward / R: reverse

F: TGTAAAACGACGGCCAGTCCCCTCACCCTATTCTTCTTTT M

TAL EHDOS (14)
R: CCAATACATGCTTCGGGTAAAT
F: TGTAAAACGACGGCCAGTCACCAGAATCCAAAGTTTGACA FAM
TA2 DZOXN (13)
R: GGATGAATACTGAAGAAACGGC
F: TGTAAAACGACGGCCAGTACTGGTAGCTTCAGTTTGGGAA M
TA3 BEF94 (12)
R: CAGCATCTATCATTGTTAACGCA
F: TGTAAAACGACGGCCAGTGCCGGATTGATTTTTACACATT FAM
TA4 CY92Z (19)
R: TCTCGATCTTTCTCTACCTCGC
F: TGTAAAACGACGGCCAGTGAAGTCCGACTGTAATCTTGCC M
TAS5 A2ASY (16)
R: AGCTGCAGAGACAGTTGTAACG
F: TGTAAAACGACGGCCAGTTAGACACTGATCTCATGCCTTTG FAM
TAG6 DOMST(10)
R: CACCATTTCAGGCTAGATCACA
F: TGTAAAACGACGGCCAGTCACATGAGCTTCCTGCTCTAA FAM
TA7 D1Q4A (9)

R: AGGGTTGCAGATTGGATAGAGA
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La amplificacion por PCR se llevd a cabo en un termociclador BioRad® C1000
Touch™, con una mezcla de reaccion con una concentracion final de 0.22 mM de Tris
(pH 8.4), 55 mM de KCI, 0.22 mM de dNTP’s, 1.2 U de Tag DNA polimerasa
recombinante (Invitrogen™), y aproximadamente 15 — 30 ng/ul de ADN. La mezcla
de cebadores incluia el cebador en sentido hacia adelante (forward) y el inverso
(reverse), los cuales fueron modificados para la amplificacion con base en el protocolo
de marcaje universal recomendado por Shimizu y colaboradores (2002). El cebador
forward de cada microsatélite fue etiquetado en el extremo 5’ con una secuencia
universal (M13: 5-TGTAAAACGACGGCCAGT-3"), con la finalidad de que el
cebador reverse pueda generar la cadena complementaria para un segundo cebador
forward marcado con un fluorocromo especifico (p.e. 6-FAM®). De esta forma, el
tamarfio de los amplicones generados pueden ser detectadas en el secuenciador a través
de un andlisis de fragmentos automatizado. La proporcién de los cebadores para la
amplificacion fue de 1:2:2, donde el cebador forward con la etiqueta universal tiene
una concentracion de 0.086 pM, el cebador reverse de 0.172 uM y el cebador forward

marcado con el fluorocromo de 0.172 puM, respectivamente.

Con base en el protocolo reportado por Taguchi y colaboradores (2013), el perfil de
amplificacion empleado consisti6 en 3 min de desnaturalizacion inicial a 94°C,
seguido por 25 ciclos a 96°C por 20 s de desnaturalizacion, 54°C por 40 s para la
hibridacion o incorporacion de los cebadores y 72°C por 40 s de extension de la
cadena. Al concluir estos primeros ciclos de amplificacion, se adicionaron al perfil

ocho ciclos de 20 s a 95°C, 40 s a 53°C y 40 s a 72°C para favorecer la amplificacion
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con el cebador marcado con fluorocromo y un periodo de extension final del programa

de 15 min a 70°C.

Para garantizar que las condiciones de amplificacion de cada una de las muestras sean
homogéneas, se siguieron los protocolos de aseguramiento y control de calidad
descritos tanto por Morin y colaboradores (2010) como por Tiedemann y
colaboradores (2012), en los que se consideran controles positivos y negativos. Los
controles negativos (reactivos sin ADN) se utilizaron con la finalidad de asegurar que
no haya contaminacion de reactivos en la mezcla de reaccion, y los controles positivos
(muestras por duplicado) para confirmar la reproducibilidad de la amplificacion y la
correcta asignacion al nombrar los alelos por su tamafio en pares de base. Las
reacciones de amplificacion de las muestras y los controles se distribuyeron de forma

aleatoria en las placas de 96 pozos para PCR.

La calidad y eficiencia de los productos de la amplificacion fueron evaluadas a partir
de una electroforesis en un gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio (0.5 pg/ pL),
colocando 5 pl del producto en los pozos del gel, incluyendo una escalera como
referencia para conocer el tamafio, corriendo a 80 V durante 45 minutos, y al final
fueron visualizados bajo una lampara de luz ultravioleta. Las muestras que no
presentaron una amplificacién eficiente o de buena calidad (banda bien definida e
intensa) se volvieron a amplificar. Para aquellas muestras en las que no se obtuvieron
amplicones durante la segunda amplificacion, se repitieron desde el paso de la

extraccion del ADN.
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6.2.3. Analisis automatizado de fragmentos y genotipificacion.

Las placas con los productos de PCR fueron enviadas al laboratorio comercial
Retrogen, Inc. (California, E.U.A.), donde se realiz6 el analisis de fragmentos en un
secuenciador automatico ABI Prism® 3100 (Applied Biosystems). Este andlisis se
basa en la separacion de los productos de PCR en funcidn de su peso molecular a
través de una electroforesis capilar y la lectura automatica del tamafio del fragmento
marcado con fluorocromo en contraste con un estdndar de peso molecular con
fragmentos marcados de tamafio conocido (Liz®600). Los resultados fueron
almacenados en archivos digitales como electroferogramas, gréficos que registran la
intensidad de la sefial fluorescente para cada alelo, y la estimacion de su tamafio en

pares de base.

Los electroferogramas fueron analizados en el programa GeneMarker V1.71
(SoftGenetics LLC). El registro del tamafio de los alelos se llevé a cabo por 4
observadores de forma independiente, y al final se compararon los resultados de los
registros para evaluar la consistencia en la lectura de los alelos. Las muestras donde
se detectaron ambigledades se volvieron a amplificar y analizar para confirmar la

asignacién correcta de los alelos.

El registro de los alelos se llevo a cabo a partir de la lectura de las sefiales de los
electroferogramas, donde cada sefial por arriba del umbral de deteccion seleccionado
representa un alelo. Cuando sélo hay una sefial, el individuo es homocigoto para el
locus ya que ambos alelos son del mismo tamafio y por lo tanto traslapan y emiten

solo una sefial. Por otro lado, cuando hay dos sefiales el individuo es heterocigoto
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para el locus, donde los dos alelos son distintos y emiten sefiales independientes y de
diferente tamafio. Los alelos de cada locus definen un genotipo, pero al combinar el
conjunto de genotipos de cada locus de cada individuo se genera un genotipo

multilocus.

6.3. Analisis estadistico y control de calidad de la genotipificacion.

Para determinar la calidad de los resultados se llevé a cabo una fase de control para
seleccionar el conjunto de microsatélites mas informativos. Para ello, los genotipos
multilocus fueron analizados con los programas MICRO-CHECKER V2.2.3 (Van
Oosterhout et al., 2004), MSTOOLS V3.1.1 (Park, 2002) y GIMLET V1.3.3 (Valiére,

2002).

Por un lado, el programa MICRO-CHECKER fue utilizado para identificar errores en
la genotipificacion calculando el nimero de homocigotos y heterocigotos esperados,
alelos que no amplificaron (alelos nulos), amplificacion diferencial de los alelos

(allelic dropout), tartamudeo de polimerasa (stutter peaks), o errores tipograficos.

El programa MSTOOLS fue utilizado para detectar la presencia de genotipos
incompletos, alelos raros y genotipos idénticos o casi idénticos, que pudieran presentar
problemas en la calidad y reproducibilidad de la genotipificacion. EIl programa calcula
la heterocigosidad observada (Ho) y la esperada (He) a partir de las condiciones de
equilibrio de Hardy-Weinberg para cada microsatélite, utilizando las frecuencias
alélicas. Cuando existe una diferencia significativa entre Ho y He, esto puede
representar un error en la genotipificacion ya sea por la presencia de alelos nulos o por

una subdivision poblacional (efecto Wahlund). Por lo tanto, estos resultados tienen

24



que ser tomados en cuenta para corregir o eliminar los loci probleméticos, para que
los resultados de paternidad no se encuentren sesgados. También se calculd la
frecuencia alélica, los alelos por microsatélite, y el indice de contenido polimérfico
(PIC). El PIC evalua la informacion del marcador en la poblacion basandose en las
frecuencias de los alelos y oscila entre el 1y 0, al igual que el equilibrio de Hardy-
Weinberg. Si el valor es PIC > 0.5 el locus es altamente informativo (mejor entre mas
cercano al 1), si el valor es 0.5>P1C>0.25, el locus es informativo regularmente, y si

el valor es PIC < 0.25, es poco informativo (Botstein et al., 1980).

Por altimo, se procedio a calcular la probabilidad de identidad con el programa
GIMLET, que representa el indice empleado con mayor frecuencia para cuantificar el
poder informativo de cada locus microsatélite para discriminar genotipos individuales.
Este indice refleja la probabilidad de que dos individuos, en funcion de su nivel de

parentesco, exhiban exactamente el mismo genotipo.

6.4. Estimacion de paternidad multiple

Para determinar si las camadas de tiburon azul presentan paternidad multiple se
comparé el genotipo de la madre y de su camada. Cada cria tiene dos alelos por locus,
donde un alelo pertenece a su madre y el otro a su padre. Al conocer el genotipo de la
madre, se puede deducir el posible genotipo del padre, y asi determinar si en una
camada participaron dos o mas padres en funcion del nimero de alelos no maternos

encontrados en la progenie.

Para obtener una estimacion inicial del nGmero minimo de padres por camada, se

identificaron cuales alelos por locus en los embriones pertenecian a la madre, y cuales
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al padre. Cuando una camada tenia tres o mé&s alelos paternos en un locus se

consideraba que habia presencia de paternidad multiple.

Para evaluar la participacion de multiples padres en la produccion de la progenie en
las camadas muestreadas se empled el programa GERUD2.0 (Jones 2005), disefiado
para analizar matrices de genotipos multilocus de progenie producida por un individuo
(madre soltera o padre soltero), aun cuando se desconozca el genotipo del progenitor.
Mediante una busqueda exhaustiva, este programa produce un conjunto minimo de
padres necesarios para explicar la matriz de genotipos multilocus observados en la
progenie. Esta basqueda a menudo producird multiples soluciones del nimero minimo
de padres consistentes con la matriz de progenie analizada. GERUD calcula las
probabilidades relativas para cada solucién y elige la solucién con la probabilidad méas
alta. Este enfoque utiliza una combinacion de informacion de patrones de segregacion

mendeliana y frecuencias genotipicas en la poblacion.

También se utilizo el programa GIMLET V1.3.3 (Valiere, 2002) para la asignacion
parental. El programa compara el genotipo de cada individuo de la progenie con el
genotipo de la madre y de los posibles padres (machos genotipificados). Si los
individuos de la camada compartieron 50% de los alelos con uno o mas de los adultos
(machos y hembras) de la muestra, el programa los asigha como progenie putativa de

éstos.
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7. Resultados

7.1. Genotipificacion

Del total de los microsatélites, dos fueron descartados debido a que hubo problemas de
reproducibilidad en su amplificacion (TA1l y TA6; Tabla I). Con los 5 microsatélites
restantes se llevaron a cabo una serie de pruebas para optimizar la amplificacion multiple
(PCR multiplexing). Se generaron dos conjuntos de microsatélites con base en el nimero
de alelos reportados y los niveles de polimorfismo de cada locus: “Conjunto A” (TA2,
TA3y TA7) con un potencial de generar 319,410 genotipos y “Conjunto B” (TA4y TA5S)

con el potencial de generar 25,840 genotipos (Tabla I1).

Los dos conjuntos de microsatélites generaron una buena amplificacion y una lectura clara
cuando se emplearon para genotipificar a una hembra y toda su progenie (HO1 y 17
embriones). A partir de las pruebas realizadas y del potencial informativo en funcién al
numero de genotipos reportados en Taguchi y colaboradores (2013) se decidié seleccionar

el triplete del “Conjunto A” para genotipificar el resto de las muestras.

Tabla Il. Conjuntos de microsatélites obtenidos de Taguchi y colaboradores (2013) utilizados para la
amplificacion de PCR.

Intervalo de tamafio (pb)

. Etiqueta de :

Conjuntos . - Locus Taguchiy .
Este trabajo de

microsatélite colaboradores rosis !

(2013)
TA2 DZOXN 366-397 379-397
“Conjunto A” TA3 BEF94 104-126 114-134
TA7 D1Q4A 168-300 278-306
TA4 CcY92Z 151-193 185-201

“Conjunto B”

TA5 A2ASY 166-298 282-292
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Las diferencias en los tamarios de los alelos reportados en la literatura y los del presente

estudio se deben al uso de una marca universal distinta.

Del total de las muestras recolectadas, se genotipificaron12 hembras y 246 embriones, lo
que representa aproximadamente un 70% del total de la progenie para el conjunto de
hembras analizadas (Tabla 111). Adicionalmente se incluyeron las muestras de 22 machos
adultos (Anexos 2) para obtener una estimacioén no sesgada del polimorfismo y poder

informativo del “Conjunto A” de los microsatélites.

La hembra mas grande (HO07) analizada tuvo una longitud total (LT) de 271 cm y 33 crias,
de las cuales se analizaron 10; la hembra mas pequefia (H0O9) midié 196 cm LT con 21
crias, de las cuales se examinaron 10. La hembra (H11) que presenté el mayor nimero de

crias (51) midio 215 cm LT. El tamafio de la camada vario entre 17 y 51 crias.
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Tabla I11. Nimero de embriones genatipificados para cada una de las hembras gravidas. Se indica la longitud
total (LT) en cm de la madre, el nimero de embriones y el nimero de éstos que fueron genotipificados.

Madre LT Embriones Embriones genotipificados
HO1 209 17 17
HO2 224 29 28
HO3 224 29 29
HO4 258 30 30
HO05 216 34 28
HO6 219 38 16
HO7 271 33 10
HO8 220 17 10
HO9 196 29 10
H10 221 22 22
H11 215 51 24
H12 212 23 22

Total 352 246

7.1.1. Equilibrio de Hardy-Weinberg y probabilidad de identidad

El poder de la informacién alélica de los microsatélites se midié a partir de la probabilidad
de identidad para distinguir los genotipos individuales. Para los 5 microsatélites
empleados en la hembra HO1 y su progenie, el nimero total de alelos observados fue de
22 (promedio de 4.4 alelos por locus) y una heterocigosidad promedio de 0.76 (Tabla IV).
La probabilidad de que dos individuos sin parentesco tengan el mismo genotipo es de 1

en cada 9,823 (1.018e%%), y 1 en cada 36 en individuos emparentados (2.773e%4).
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Tabla IV. indice de diversidad genética y probabilidad de identidad de los 5 microsatélites empleados en la
HO1. Se indica el nimero de alelos (Na), la heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He), la probabilidad
de identidad para individuos sin parentesco (Plsin parentesco) Y hermanos (Plhermanos). El asterisco (*) marca los
microsatélites que fueron seleccionados para evaluar la paternidad multiple en las camadas de tiburén azul.

Microsatélite Na Ho He P1 sin parentesco P1 hermanos
TA2* 5 1.00 0.75 8.219e-02 4.038e-01
TA3* 4 0.72 0.65 1.488e-01 4.691e-01
TA4 5 0.61 0.5 2.444e-01 5.735e-01
TA5 5 0.83 0.67 1.286e-01 4.542e-01
TAT7* 3 0.61 0.53 2.646e-01 5.621e-01
Todos 22 0.76 0.62 1.018e-04 2.773e-02

Sin embargo, cuando se emple6 el “Conjunto A” para las muestras analizadas de hembras

gravidas y machos adultos, el total de alelos y la heterocigosidad observada promedio fue

de 24 (promedio de 8 alelos por locus) y 0.73, respectivamente (Tabla V). La probabilidad

de identidad se estimo de 1 en cada 6,124 individuos sin parentesco (1.633e*) y de 1 en

cada 20 hermanos (5.087e2). Los tres marcadores se encontraron en equilibrio de Hardy-

Weinberg. El microsatélite TA2 fue el que tuvo mayor poder informativo en el caso de

ambos conjuntos (HO1 y progenie; hembras y machos adultos).

30



Tabla V. Indice de diversidad genética y probabilidad de identidad del “Conjunto A” de 3 microsatélites
seleccionados para la genotipificacién multilocus de los especimenes de tiburén azul. Se indica el nimero
de alelos (Na), la heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He), el indice de contenido polimérfico (PIC),
y la probabilidad de identidad para individuos sin parentesco (Plsin parentesco) Y hermanos (Plhermanos)-

Microsatélite Na Ho He PIC P1 sin parentesco P1 hermanos
TA2 10 0.62 0.84 0.82 3.153e-02 3.406e-01
TA3 8 0.68 0.75 0.71 8.190e-02 3.983e-01
TA7 6 0.88 0.79 0.75 6.326e-02 3.751e-01

Todos 24 0.73 0.79 1.633e-04 5.087e-02

De acuerdo a los resultados de MicroChecker dentro del “Conjunto A” de microsatélites
para los adultos, Unicamente el microsatélite TA2 presentd evidencias de exceso de
homocigosidad debido a la posible presencia de alelos nulos. El resto de los microsatélites,

incluyendo los del “Conjunto B”, no presentaron evidencias de exceso de homocigosidad.

7.2. Estimacion de paternidad multiple

A partir del conjunto de microsatélites seleccionados (“Conjunto A”) se pudo identificar
la ocurrencia de paternidad multiple en las camadas. Gracias a la genotipificacion de la
madre y sus embriones, el nimero minimo de padres pudo ser inferido con los alelos no
maternos detectados en los embriones (Figura 2). La presencia de méas de dos alelos

paternos indica que en la formacion de la camada participaron al menos dos machos.
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Figura 2. Ejemplo de las lecturas de los genotipos de la hembra HO6 y tres embriones de su camada para
el microsatélite TA3 Se indican los alelos paternos (en color azul) y maternos (en color rojo).

La figura 2 muestra la presencia de al menos tres alelos paternos (122, 130, 124) para el
microsatélite TA3. Si bien uno de los alelos paternos se comparte con el genotipo de la
madre, ya que el embridn #6 es homocigoto (124/124), puede evidenciarse la presencia

de paternidad maultiple en la camada.

Todos los embriones de cada una de las camadas compartian al menos un alelo por locus

con su madre, por lo que se asigno el otro alelo al posible padre. A partir de esta premisa,
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el programa GERUD 2.0 genera el genotipo multilocus més probable para el conjunto de

padres que explicarian los genotipos observados en los embriones (Tabla V1).
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Tabla V1. Genotipo estimado del padre y de la madre en los 3 microsatélites. Se indica el nimero de padres

por progenie y la probabilidad de su genotipo (* Genotipo paterno Unico posible).

Alelos en microsatélites

Progenitores Progenie Probabilidad
TA3 TA7 TA2

H1 122 124 290 294 383 385

P1 126 122 290 290 387 395 14 8.57E-06
P2 126 128 298 298 387 381 3 8.57E-06
H2 124 124 290 298 387 391

P1 126 128 298 294 391 391 6 4.01E-08
P2 126 128 298 282 389 395 3 4.01E-08
P3 116 124 286 294 387 389 19 4.01E-08
H3 122 124 290 294 387 389

P1 122 122 290 298 387 387 12 1.42E-08
P2 122 122 290 298 389 383 14 1.42E-08
P3 122 114 286 290 387 389 24 1.42E-08
H4 122 126 286 290 381 393

P1 128 124 286 302 389 383 20 *

P2 124 118 290 282 395 379 10 *

H5 124 130 282 306 381 381

P1 126 122 282 298 389 389 20 *

P2 126 134 282 302 389 381 16 *

H6 114 124 290 306 383 393

P1 122 130 290 282 391 387 8 4.129€E-07
P2 122 124 278 286 393 393 2 4.129€E-07
P3 122 124 282 298 389 389 3 4.129€E-07
P4 126 114 290 290 391 391 3 4.129€E-07
H7 114 122 290 298 389 389

P1 122 122 286 286 395 395 1 0.003056
P2 128 128 282 298 391 389 9 0.003056
H8 124 128 290 298 383 383

P1 124 124 282 290 381 389 10 *

H9 126 126 282 286 387 389

P1 116 122 286 286 387 385 10 0.001455
H10 124 124 286 290 385 389

P1 124 124 290 290 383 381 8 7.50E-06
P2 124 126 282 290 395 383 21 7.50E-06
H11 124 126 282 286 389 391

P1 124 128 290 286 387 389 19 *

P2 126 122 294 282 387 389 5 *
H12 122 126 282 290 385 391

P1 126 126 286 290 383 381 18 2.83E-06
P2 124 124 286 290 383 387 4 2.83E-06
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De las 12 camadas analizadas con tres microsatélites, 10 (83%) presentaron evidencia que
la camada fue fertilizada por méas de un macho. El intervalo del nimero minimo de padres
encontrados fue entre 2 y 4 (Figura 3), con un promedio de 2.4 padres por camada con
paternidad multiple. En el otro 17% de las camadas no se encontrd paternidad multiple,
sin embargo, esto se podria deber a la falta de muestras ya que las hembras HO8 y H09

fueron las que tuvieron el menor nimero de embriones genotipificados (10 embriones).

Para la mayoria de las camadas el éxito reproductivo de los padres se encontraba sesgado,
ya que los padres que participaron en las camadas no contribuyeron con el mismo nimero
de embriones. De las 10 camadas con paternidad multiple, por lo menos en 7, un padre
contribuy6 a mas del 60% de la progenie. No se encontr6 una correlacién entre el nimero

de padres que participaron en una camada y la longitud total de la hembra gravida.
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Figura 3. NUmero de padres estimados por camada. El nimero arriba de las barras indica al nimero de
embriones genotipificados y el porcentaje que representa del total de embriones de la camada.
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8. Discusion
8.1. Aspectos metodoldgicos

8.1.1. Microsatélites

A partir de la seleccion de los marcadores microsatélites especificos desarrollados para
Prionace glauca, se pudo seleccionar dos sets con la mejor amplificacion reproducible.
Taguchi y colaboradores (2013) reportan que estos microsatélites son altamente

polimorficos, lo cual coincide con los resultados obtenidos en este trabajo.

A partir del “Conjunto A” de microsatélites se pudo inferir el nimero minimo posible de
padres en las camadas muestreadas de tiburon azul, el cual fue seleccionado basandose
tanto en el polimorfismo reportado en la literatura, como en la practicidad y la reduccion
de costos al optimizar la amplificacion conjunta de los tres microsatélites. No obstante, a
partir de una serie de pruebas con el “Conjunto B” de microsatélites en la hembra HO1 se
Ilegd a la conclusion que ese conjunto de microsatélites resultdé mas informativo para la
asignacién parental, ayudando a identificar un mayor nimero de padres participantes en
la camada. Al determinar el nimero minimo de padres con GERUDZ2.0 utilizando
exclusivamente los microsatélites del “Conjunto B” el nimero minimo fue de tres padres,
contrario al resultado del “Conjunto A” (dos padres). Esto indica que, a pesar de que el
conjunto de microsatélites seleccionados fue suficiente para identificar la presencia de
paternidad maultiple, el uso de un conjunto ampliado de marcadores permitiria establecer

con mayor exactitud y precision el nimero total de padres que participan en una camada.

A partir de los analisis en MicroChecker, el microsatélite TA2 presentd un exceso de

homocigotos, posiblemente por la presencia de alelos nulos. Sin embargo, no se
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presentaron problemas en la asignacion parental de ninguno de los embriones, por lo que
es probable que la sefial de exceso de homocigotos se deba al reducido nimero de muestras

analizadas y al nivel de polimorfismo de los marcadores empleados.

Los alelos nulos son aquellos alelos no funcionales que no son expresados o bien, en este
caso, que no generan un producto de amplificacion (Griffiths, et. al, 2005). Para el caso
de los microsatélites, la presencia de alelos nulos puede hacer parecer que un genotipo es
homocigoto cuando verdaderamente es heterocigoto. Existen tres principales razones por
las cuales se generan los alelos nulos: a) alguno de los cebadores no se puede unir debido
a una mutacion en la secuencia complementaria, b) se amplifican preferencialmente los
alelos de menor tamario ya que se sintetizan a mayor velocidad, ¢) por la inconsistencia

en la amplificacion a causa de una calidad baja del ADN (Dakin y Avise, 2004).

Estas razones se pueden descartar ya que la evaluacién de la calidad del ADN a través de
la electroforesis evidencio la presencia de ADN de alto peso molecular y muy poca
degradacion, ademas de que no se presentaron inconsistencias en la amplificacion de las
réplicas o muestras con problemas de amplificacion (homocigotos nulos). Sin embargo,
aunque MSTOOLS y GIMLET sugieren que algunos loci mostraban evidencia de exceso
de homocigotos, sus diferencias con respecto a lo esperado bajo el equilibrio HWE no

resultaron significativas.
8.1.2. Numero de embriones analizado por hembra

A pesar de que el tamafio de la muestra de embriones analizados por camada fue suficiente
para detectar la paternidad multiple en el tiburdn azul y concluir que ésta se presenta en

al menos el 80% de las hembras de la region, las dos hembras para las que no se encontrd
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evidencia de paternidad multiple, el nimero de crias analizadas fue el menor (n=10). Por
ende, es posible que las hembras HO8 y HO9 hubieran sido fertilizadas por més de un
macho, pero el nimero de muestras no fue suficiente para detectarlo. Por otro lado, en la
hembra HO7 si se detectd la paternidad mdaltiple a pesar de que también se muestrearon a

10 crias.

Neff y Pitcher (2002), Griffiths y colaboradores (2012), y Lyons y colaboradores (2017)
encontraron que la probabilidad de detectar paternidad maltiple en hembras poliandricas
aumenta con un mayor numero de muestras por camada. Esto indica que, si se muestrea
el numero total de crias en las camadas analizadas, la probabilidad de encontrar el nimero
de machos que fecundaron a las hembras seria mayor. Encontrar una hembra con todas
sus crias no siempre es fécil. Al igual que en otras especies de tiburdn, el aborto inducido
es un aspecto comun en el tiburdn azul. Las hembras prefiadas pueden expulsar o “abortar”
a sus crias a causa del estrés durante la captura, y por ende la fecundidad puede ser mayor
a la reportada (Cruz-Ramirez et al., 2012; Fujinami et al., 2017). En varias ocasiones esto
se puede cuantificar a partir del conteo de placentas sueltas en los Gteros ya que las crias
abortadas por lo general son expulsadas sin la placenta, aunque no siempre es el caso. De
las hembras analizadas en 7 de 12 se encontraron placentas sueltas, lo que indica que el

namero total reportado de embriones por camada podria estar sesgado (Anexo 1).

8.2. Paternidad multiple en el tiburdn azul

A pesar de que el tiburdn azul es una especie de gran importancia comercial en México
(Godinez-Padilla et al., 2016) y en otras regiones del mundo (Compagno, 1984), nunca se

habia reportado la paternidad multiple en esta especie. El presente trabajo representa el
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primer reporte que aporta evidencia cientifica de la ocurrencia de paternidad multiple en

el tiburdén azul, con una frecuencia aparentemente alta.

Aungue no se encontrd una aparente correlacion entre el tamafio de la hembray el nimero
de padres participantes en la camada o el nimero de embriones, el reducido tamafio de
muestra no permite profundizar sobre este aspecto. Para poder establecer si las hembras
muestran 0 no un patron de apareamiento asociado con su talla o edad en funcién de su
experiencia, se requiere de un mayor muestreo estructurado por tallas, asi como de una
mayor cobertura espacial y temporal de las zonas de reproduccion. Los apareamientos
multiples aseguran la reproduccion en esta especie epipeléagica, contribuyendo a la nueva

poblacion con nuevos reclutas.

La paternidad mdltiple puede ser alta cuando las poblaciones son grandes con una alta
probabilidad de encuentro con machos (Daly-Engel et al., 2007). Ademas, la frecuencia
de paternidad multiple podria estar regida por las proporciones de machos y hembras
durante los encuentros, al igual que las condiciones ecoldgicas. Si los encuentros donde
el nimero de machos es superior al de hembras, los machos podrian cooperar entre ellos

para inducir a las hembras para aparearse (Feldheim et al., 2001; Daly-Engel et al., 2010).

La copula entre tiburones suele ser muy agresiva, creando un gran desgaste fisico para las
hembras debido a las heridas externas e internas generadas durante el apareamiento.
Aungue estas heridas rara vez son mortales, pueden dejar a la hembra vulnerable (Pratt y
Carrier, 2001; Daly-Engel et al., 2010). Se ha planteado que el desgaste energético de
evasion por parte de la hembra es mayor al desgaste fisico ocasionado por la copula con

maultiples parejas (poliandria por conveniencia) (Griffiths et al., 2012; Pirog et al., 2015).
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Esto puede ser una gran ventaja para los machos ya que su éxito reproductivo aumenta en

proporcion directa al nimero de hembras que fecunda (Daly-Engel et al., 2010).

Creer que los machos son los unicos que reciben beneficios con los maultiples
apareamientos parece poco probable si se toma en cuenta la energia que las hembras
invierten en la produccion de embriones. El hecho de que la hembra de tiburdn azul tenga
la capacidad de almacenar espermatozoides en sus gldndulas oviducales (Pratt, 1979),
permite que las hembras tengan un mayor potencial para concretar no solo la fecundacion,
sino la posibilidad de hacerlo con el esperma de “mejor calidad” al contar con una reserva
de material genético de diferentes machos (seleccion de esperma post-copulatoria) (Zeh y
Zeh, 2001, Chapman et al., 2004; Castillo-Paez, 2017; Lyons et al., 2017). Como
consecuencia la progenie tendria una mayor variabilidad genética, aumentando la tasa de
supervivencia al compensar la inestabilidad ambiental con una mayor cantidad y
diversidad de genotipos, asi como con un potencial aumento en su plasticidad fenotipica
(Yasui 1998; Zeh y Zeh, 2001). Esta seleccion podria derivar en una descendencia
masculina que ha heredado ese potencial de producir esperma o eyaculaciones
competitivamente superior, aumentando su éxito reproductivo (Keller y Reeve, 1995; Zeh
y Zeh, 2001). Por otro lado, la paternidad maltiple amortigua de manera importante la
reduccion del tamafio efectivo de la poblacion por efecto de la deriva génica (Pearse y

Anderson, 2009).

Para la mayoria de las camadas analizadas el éxito reproductivo de los padres estaba
sesgado hacia uno de ellos; mas del 60% de las crias de una camada correspondieron a

uno solo padre. En varias especies donde la hembra tiene la capacidad de almacenar
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esperma, los procesos post-copulatorios, como una fuerte competencia espermaética, la
seleccion criptica por parte de la hembra, o simplemente la cronologia de la copula,
podrian ser los responsables de una paternidad sesgada (Marino et al., 2015). Esto podria
llevar a la coevolucién entre la calidad y competencia entre espermas, y la complejidad
morfolégica de los 6rganos reproductores de la hembra (Keller y Reeve, 1995; Fitzpatrick
et al., 2012). Existe evidencia, por ejemplo, de que las especies de elasmobranquios con
altos indices de paternidad mdltiple invierten mas energia en la construccion del tejido
testicular, posiblemente porque la competencia espermatica es mayor (Fitzpatrick et al.,

2012).

La paternidad maltiple es una caracteristica reproductiva comun en los elasmobranquios
(Portnoy y Heist, 2012; Holmes et al., 2018), y ha sido reportada en especies con
reproduccion vivipara y ovovivipara. Dentro de los estudios realizados, incluyendo
tiburones y rayas, la mayoria estan enfocados en las especies pertenecientes a la familia
Carcharhinidae. En comparacion con otros 21 estudios enfocados en la paternidad
maltiple en los elasmobranquios, el porcentaje de camadas con paternidad maultiple
estimado en este estudio para el tiburdn azul se encuentra entre los valores mas altos
(Tabla VII). De las 24 especies de elasmobranquios reportadas en la literatura, 21
presentaron paternidad multiple. EI nimero de padres involucrados en la produccion de la
progenie con multiples padres que se observd para el tiburon azul, resulta similar al
reportado en otras especies de tiburon (1-4 padres), donde el maximo encontrado fue de

4-6 padres por camada.
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Dentro de las especies de la familia Carcharhinidae, incluyendo al tiburén azul, el
promedio de padres por camada de 11 estudios fue de 1.8, lo que indica que por lo general
las hembras son fecundadas por dos machos. Esto refleja que la paternidad multiple es
comun en los individuos de la familia Carcharhinidae, sin embargo, existen especies que
no lo presentan. En los estudios analizados para el tiburén de Galédpagos (Carcharhinus
galapagensis) (Daly-Engel et al., 2006) y el tiburdn tigre (Galeocerdo cuvier) (Holmes et
al., 2018) no se encontraron camadas con mas de un padre, lo cual se puede deber al
namero de muestras. Como se menciond anteriormente, a mayor nimero de hembras y de

embriones analizados, se incrementa la probabilidad de deteccion de paternidad multiple.

Basandose en los datos de los 21 articulos revisados, en promedio se utilizaron 7.3
microsatélites, sin embargo, el nimero de microsatélites no tiene que ser tan grande para
encontrar paternidad multiple en los elasmobranquios, ya que esto va a depender de su
polimorfismo. Por ejemplo, el estudio del tiburén toro (Carcharhinus leucas) utiliz6 21
microsatélites, y a pesar del gran nimero de marcadores sélo encontraron un maximo de
dos padres. Por otro lado, el estudio de la raja comun (Raja clavata) utiliz6 Unicamente 5

microsatélites, y con ellos identificaron hasta 6 padres en una camada.

8.3. Implicaciones en la conservacion de las especies de elasmobranquios

Las especies de elasmobranquios son altamente vulnerables a la perturbacion y tienen una
baja resiliencia a la explotacion debido a su historia de vida (Smith et al., 1998; Daly-
Engel et al., 2006). La mayoria de los condrictios son de seleccion-K con un crecimiento
lento, maduracion tardia, baja fecundidad, y periodos de gestacién largos, por mencionar

algunos (Chapman et al., 2004; Cailliet et al., 2005; Holmes et al., 2018). Su historia de
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vida combinada con la tendencia a agruparse de acuerdo a su edad, sexo y maduracion
reproductiva, limitan a estas especies para mantenerse y recuperarse de las disminuciones

poblacionales debido a la actividad humana (Cailliet et al., 2005).

Debido a su versatilidad en productos, las pesquerias han explotado a las poblaciones de
rayas y tiburones en las Gltimas décadas. Las capturas reportadas de elasmobranquios, a
partir de 1985, han incrementado anualmente un 2% y en el 2000 se report6 una captura
anual de 828,364 toneladas, lo que representa aproximadamente 41 millones de individuos
(FAO, 2002). Sin embargo, las capturas por lo general son mayores a lo reportado debido

a la falta de captura de datos o al registro erroneo (Clarke et al., 2005).
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La sobreexplotacion conlleva a una serie de consecuencias bioldgicas en las poblaciones
afectadas, que a su vez podria afectar las estructuras troficas y las cadenas alimenticias,
llevando a los ecosistemas marinos a un estado fragil (Rowe y Hutchings 2003). Por
ejemplo, la explotacion pesquera pudiera reducir la tasa de encuentro entre organismos
debido a la disminucion en la abundancia de la proporcion de sexos en individuos maduros
o0 al reducir el tamafio poblacional (Rowe y Hutchings, 2003; Daly-Engel et al., 2006;
Castillo-Paez, 2017). Como consecuencia existiria una reduccion en el tamafio efectivo

de la poblacién (Chapman et al., 2004).

Los sistemas de apareamiento de los elasmobranquios han recibido una gran atencion en
los ultimos afios debido a la divulgacion sobre la sobreexplotacion de estas especies
mundialmente y la vulnerabilidad de sus poblaciones (Daly-Engel et al., 2006). Esto es
principalmente porque la capacidad de recuperacion de una especie ante una reduccion en
su poblacion esta ligada a su potencial reproductivo (Holmes et al., 2018). Por lo tanto,
identificar las estrategias reproductivas puede ser clave para generar planes de manejo
pesquero y conservacion adecuados, especialmente en especies explotadas o con alta
vulnerabilidad, ya que permiten conocer las consecuencias reproductivas causadas por una

explotacion comercial (Walker, 2005; Daly-Engel et al., 2006; Castillo-Paez, 2017).

La paternidad mdltiple observada en el tiburén azul podria tener implicaciones
importantes para el manejo y conservacion de la especie, ya que como fue mencionado
anteriormente incrementa el tamafio efectivo de la poblacion, con lo que se pueden
mantener los niveles de diversidad genética y el potencial evolutivo a largo plazo,

mitigando con ello el impacto de la sobreexplotacion. La paternidad mdltiple genera una
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mayor probabilidad de que las crias tengan un mayor potencial adaptativo a los cambios
ambientales (Yasui 1998). Por el contrario, en un apareamiento monégamo, una hembra
se aparearia con s6lo un macho, donde las crias sdlo tendrian los genes de un padre y como
consecuencia la diversidad genética de cada generacion seria reducida, al igual que el

tamario efectivo poblacional (Chapman et al., 2004).

Si la paternidad multiple en el tiburdn azul es tan frecuente como aqui se reporta, esta
podria amortiguar la pérdida de diversidad genética asociada a la sobreexplotacion, y
explicar la panmixia genética del tiburén azul a nivel mundial que se ha hipotetizado
(Bailleul et al., 2018). De igual forma, este sistema de apareamiento podria ser la razon
de su productividad y resiliencia (Campana et al., 2006; Fujinami et al., 2017; Furlong-

Estrada et al., 2017).

A pesar de ser una de las especies de tiburén mas impactadas por la pesca legal e ilegal a
nivel global, las poblaciones de tiburon azul han persistido en niveles aparentemente
estables. Es por ello que el estudio de las estrategias reproductivas, que moldean los
niveles de diversidad genética e influyen en la capacidad de recuperacién y adaptacion de
una especie ante los cambios ambientales y el impacto antropogénico, son factores que
deben de tomarse en cuenta para los planes de manejo y conservacion de las especies

sujetas a explotacion.

46



Conclusiones

A partir del genotipo multilocus con tres loci microsatélites fue posible detectar la
presencia de paternidad maultiple en el tiburon azul (Prionace glauca) de las aguas de
la costa occidental de la peninsula de Baja California, México.

La paternidad multiple representa una estrategia reproductiva frecuente en el tiburén
azul en el Pacifico mexicano.

Aunque el nimero minimo de padres identificados por camada varia entre 2 y 4, la
representacion sesgada de uno de los parentales sugiere diferencias en el éxito

reproductivo de los machos.

47



10. Recomendaciones

La informacion del presente trabajo de tesis aporta suficiente informacion para concluir
que la paternidad multiple es una estrategia reproductiva comun en el tiburén azul. No
obstante, no es concluyente para afirmar el nimero de padres participantes por camada,
debido al nimero reducido de muestras al igual que de microsatélites. El siguiente paso
seria ampliar el analisis con un mayor nimero de marcadores microsatélites polimorficos
y, con el total de embriones por camada para estimar con precision el nimero de padres
que contribuyen. Asimismo, seria conveniente analizar distintas regiones y temporadas
para identificar si la frecuencia de paternidad multiple cambia de acuerdo al tamafio de las

agregaciones o a la proporcién de sexos.
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Anexo 1.Tabla complementaria de datos generales para hembras gravidas

La tabla presenta la longitud total (LT), longitud furcal (LF), longitud precaudal (LPC),

longitud interdorsal (DI) de cada hembra gravida en cm, y su peso (kg). Ademas, se

incluye el largo y ancho del ovario (cm) y su peso (g), el ancho de su Utero (derecho e

izquierdo) y ancho de las gldndulas oviducales (GO) derecha e izquierda en cm. El ovario

se clasificd de acuerdo a su estado de maduracién. Los criterios de maduracién son los

siguientes: 1) ovario muy pequefio, 2) ovario en desarrollo, pero sin foliculos ovéricos

maduros, 3) ovario agrandado con foliculos desarrollados, 4) ovario en reposo.

Ovario Utero GO Maduracion
Cédigo LT LF LPC DI Peso de
Long Ancho Peso lzg Der I1zq Der .
ovario

HO1 209 170 157 56 42 15.6 6 85.8 22 20 27 33 3
HO02 224 1822 169 63 53 17.5 9.3 1286 29 105 33 33 NA
HO03 224 182 167 61 50.6 15 7 908 195 18 35 34 3
HO04 258 215 174 62 74.6 16.6 7.5 37 21.8 17 3 2.9 4
HO5 216 178 163 60 36 18 7.9 51 23 19 42 37 3
HO06 219 180 167 60 40 21.4 7.3 32 NA 192 NA 41 3
HO7 271 211 199 70 65 NA NA 56.6 19 165 3.1 4 3
HO08 220 165 150 40 34 13.8 7.9 304 193 137 31 34 4
HO09 196 155 144 43 435 15.3 7 34 147 165 32 33 NA
H10 221 183 170 64 35 9.9 51 11 196 179 29 3.2 1
H1l 215 175 162 57 40 16 10 29.2 NA NA NA NA NA
H12 212 173 163 56 NA 8 4 NA NA NA 35 3 NA
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La continuacion de la tabla contiene los huevos no desarrollados y las placentas sueltas

encontradas en el utero izquierdo (Ul) y derecho (UD) de las hembras gravidas analizadas.

Huevos no desarrollados

Placentas sueltas

Cadigo

ul ubD ul uD
HO1 NA NA NA NA
HO2 5 NA NA NA
HO03 3 4 NA NA
HO4 1 1 1 NA
HO5 NA NA 12 6
HO6 NA 3 2 4
HO7 NA NA 8 3
HO8 NA NA NA NA
HO9 6 NA NA NA
H10 NA NA 9 2
H11 NA NA 4 21
H12 5 1 4 11
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Anexo 2.Tabla complementaria de datos generales para machos

La tabla presenta la longitud total (LT), longitud furcal (LF), longitud precaudal (LPC),

longitud interdorsal (DI) de cada macho en cm, y su peso (kg). Ademas, se incluye el largo

de los claspers izquierdo y derecho (cm), y el ancho (Al, AD), largo (LI, LD) y peso (PI,

PD) de los testiculos derecho e izquierdoencmy g.

Claspers Testiculos
Cadigo LT LF LPC DI Peso

Izq Der LI LD Al AD Pl PD
MO01 167 132 122 51 16 135 11 115 14 28 36 NA NA
MO02 249 201 185 66 47.6 24 24 132 144 37 45 80.2 97
MO03 212 174 159 59 31 225 21 17.2 15 34 25 NA NA
M04 221 180 167 61 354 135 14 148 135 5 37 714 37
MO05 242 194 182 78 49.4 24 225 138 143 38 41 67 68.4
MO06 210 169 156 53 29 20 19 11 20 5 29 NA 55.8
MO07 228.2 182 166.5 62.5 47 185 17 195 225 88 86 1046 1344
M08 211 170 155 57 28 18 173 87 11 32 48 372 45.8
MOf9 253 205 193 70 704 218 223 155 18 8 9 1204 1454
M10 199.4 162.8 150 53.3 13 141 103 13 128 46 39 688 53.2
M11 253 205 193 70 704 217 223 155 18 8 9 1204 1454
M12 158 128 118 48 NA 13 125 9 88 33 36 NA NA
M13 289 237 176 70 46 225 24 13 153 5 55 NA NA
M14 287 231 214 82 87 28 255 20 28 6 65 NA NA
M15 226 185 1725 64 35 20 21 128 141 33 38 NA NA
M16 202 163 149 60 35 21 235 20 15 75 39 NA NA
M17 154 126 116 39 25 11.2 105 11 115 48 45 32 33
M18 208 170 156  55.5 32 221 23 10 164 5 53 586 89.4
M19 223 183.4 168.2 58.7 34 22 209 182 163 58 5 78.4 60.4
M20 210 170 157 56 30 189 178 144 137 5 49 964 91
M21 220 178 164 56 328 188 199 129 126 38 32 53 49
M22 221 179 163 58 35 195 20 121 127 39 51 798 75.4
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La continuacion de la tabla contiene el estado de maduracion de los claspers (C), testiculos
(T) y el individuo (I). Los criterios de maduracion fueron los siguientes de acuerdo a

Fujinami y colaboradores (2017):

Claspers (C): 1) claspers no calcificados, 2) claspers parcialmente calcificados, 3) claspers
rigidos, completamente calcificados; testiculos (T): 1) testiculos delgados, 2) testiculos
engrosados, 3) testiculos agrandados y predominantes; individuo (I): 1) neonato, 2)

juvenil, 3) pre-adulto, 4) adulto

Codigo Maduracion

C T |
MO01 1 NA 2
MO02 3 3 4
MO03 3 NA 4
MO04 2 2 3
MO05 3 2 4
MO06 3 2 4
MO7 1 3 3
M08 1 1 2
M09 3 3 4
M10 1 1 2
M11 3 3 4
M12 1 NA 2
M13 3 2 4
M14 3 3 4
M15 3 3 4
M16 3 2 4
M17 1 1 2
M18 3 3 4
M19 3 2 4
M20 2 NA 3
M21 3 2 4
M22 2 3 3
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Anexo 3. Tabla complementaria de datos generales para embriones

En la siguiente tabla se presentan los datos tomados para cada uno de los embriones de las

hembras gravidas. La tabla incluye la hembra a la cual pertenece el embrion, su respectiva

etiqueta, sexo, longitud total (LT), longitud furcal (LF) y longitud precaudal (LPC) en cm,

peso con y sin placenta (gr), y el utero en el cual se encontraba. Los embriones que

presenten un asterisco (*) son aquellos que no estaban desarrollados.

Cédigo Etiqueta Peso con i
Madre smbrisn Sexo LT LF LPC Peso olacenta Utero
TA02-HO1 H 38.7 32 29 164.8 NA Izq
TA03-HO1 M 40 33 28.8 180.2 NA Izq
TA04-HO1 M 37.1 30.5 27 160 153.6 1zq
TA05-HO1 H 42.3 35 30.8 232.6 NA Izq
TA06-HO1 M 41.2 35 31.2 221 229 Izq
TAO07-HO1 M 43 35.1 315 240.2 NA Izq
TA08-HO1 H 42 35.2 32 243.2 NA Izq
TA09-HO1 M 45 35 32 252.4 NA Izq
HO1 TA10-HO1 M 40.3 34.3 30 213.8 NA 1zq
TA11-HO1 M 42 34.5 315 220 NA 1zq
TA12-HO1 H 40.5 33.3 30 194.4 NA 1zq
TA13-HO1 H 39 32.1 29.4 171.4 NA 1zq
TA14-H01 H 40.8 34 31 220 NA Izq
TA15-HO1 M 42.6 34.5 31.4 198.6 NA Izq
TA16-HO1 M 40.2 32.8 30.2 202.8 NA Izq
TA17-HO1 M 42 35.7 32 230.2 NA 1zq
TA18-HO1 H 40.2 33 30 204 NA 1zq
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Cadigo Etiqueta Pesocon .
Madre embritn Sexo LT LF LPC Peso olacenta Utero

TA02-H02 M 32.1 26.4 23.7 130 136.4 Izq
TAO03-H02 M 33.3 28.2 24.8 137.6 144.2 Izq
TAO04-H02 H 35 30.8 27.4 180.4 188.2 Izq
TA05-H02 H 32.2 27.3 24.4 126.6 130.2 Izq
TA06-H02 H 34.4 28.7 25.4 148 153.6 Izq
TAO07-H02 H 36.5 30.3 26.5 200.4 208.8 Izq
TAO08-H02 H 35.5 30.4 27.4 182.6 1914 Izq
TA09-H02 M 32.7 27 24.6 125.4 130.6 Izq
TA10-H02 H 335 28.2 24.8 133.4 143.4 1zq
TA11-H02 M 38.3 31.4 28.4 1914 197.6 1zq
TA12-H02 H 35.2 30 26.7 162.4 169.2 1zq
TA13-H02 M 31.5 26.3 23.6 96.8 101 1zq
TA14-H02 H 37 31.4 27.7 180.4 190 1zq
TA15-H02 M 37 30.4 27.6 191.6 196.8 1zq
HO02 TA16-H02 H 35.4 30.4 26.9 216 226 1zq
TA17-H02 H 36.2 32.3 28.8 186.2 194.4 1zq
TA18-H02 H 35 28.9 26.1 174.4 181.6 1zq
TA19-H02 M 34.9 29.3 26.3 169.8 175.8 1zq
TA20-H02 M 36.5 30 27 205.4 214 1zq
TA21-H02 H 37.5 31 28 177.8 186.2 1zq
TA22-H02 H 36 30.2 27.4 183.2 191.8 1zq
TA23-H02 M 34 27.5 24.1 151 158.2 1zq
TA24-H02 H 39.3 32.3 29.5 233.6 246 1zq
TA25-H02 M 36 30 27.6 173.4 181.8 1zq
TA26-H02 H 31 25.2 20.5 95.8 104 1zq
TA27-H02 M 36.8 30.6 27.3 192.8 196.6 1zq
TA28-H02 M 32.9 27.2 24.5 119.4 124 1zq
TA29-H02 M 38.3 31.6 28.3 207 215.2 Izq
NA* M 17.9 14.6 12.8 21.6 13.2 Izq
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Cédigo Etiqueta Peso con i
Madre smbrisn Sexo LT LF LPC Peso olacenta Utero
TAO02-HO3 H 29.7 24 21.6 107.2 132.4 Der
TAO03-HO3 M 30.1 24.7 22.4 111.2 136.8 Izq
TA04-HO3 M 29.6 23.9 21.4 116.4 134.4 Der
TAO05-HO03 M 30.7 29.9 22.5 120.6 138.4 Izq
TAO06-HO3 H 30.5 24.7 22.4 120.9 139.4 Izq
TA07-HO3 H 30.2 25.7 22.7 120.2 142.2 Der
TAO08-HO03 M 30.1 24.3 21.9 108.8 141.2 Der
TA09-HO3 M 30.6 24.8 22.5 116.4 141.8 Izq
TA10-HO3 M 31.2 25.4 23.2 117 136.4 Der
TA11-HO3 H 30.2 24.8 22.3 116.2 135.8 Izq
TA12-HO3 M 30.6 24.7 22.4 109.8 127.8 Izq
TA13-HO3 M 325 26.2 23.7 130.4 146.4 Der
TA14-HO3 H 32.6 26.1 23.7 140.4 168.8 Der
TA15-H03 H 33 26.6 24.5 137.7 154.6 1zq
TA16-HO3 H 28.6 23.5 21 93.2 106.8 Der
HO03 TAL17-HO3 H 317 26 23.1 116.6 133.2 Izq
TA18-HO3 H 29.9 24.5 21.8 110.2 135.8 Der
TA19-HO3 M 29.2 23.8 21.3 97.6 114.4 Der
TA20-HO3 M 29.5 24.3 21.7 102.2 116.6 Izq
TA21-H03 H 31 25.9 22.8 114.6 146 1zq
TA22-H03 M 31 25.5 23.1 115 136.8 1zq
TA23-HO3 M 29.5 24.4 21.9 107.8 126.2 Izq
TA24-H03 M 29.5 23.8 21.5 111 134.6 Der
TA25-H03 H 32.1 26.1 23.3 134.4 151.2 Der
TA26-H03 M 29.9 24.3 21.7 110.4 133 Der
TA27-HO3 M 29.8 24.6 22.2 111.4 122.4 Izq
TA28-HO3 M 29.8 24.6 22 116 133.8 Izq
TA29-HO3 M 30.3 25.6 21.8 114.2 135.8 Der
TA30-HO03 M 31.6 25.8 23.3 123.2 144 Der
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Cédigo Etiqueta Peso con i
Madre smbrisn Sexo LT LF LPC Peso olacenta Utero
TA02-HO4 M 23.3 18.8 16.7 47 55.6 Izq
TAO03-HO4 H 22.9 18.9 16.5 46 NA Izq
TA04-HO4 H 22.1 17.9 16.2 42.2 NA Izq
TAO05-H04 M 22.7 18.1 16.2 44.6 51.2 Izq
TA06-H04 H 22.9 18.3 16.4 43.8 49.6 Der
TAO07-HO4 M 23.4 18.8 16.7 47.2 53.4 Izq
TA08-H04 H 23.6 18.1 16 40.4 50.4 Izq
TA09-H04 M 22.8 18.3 16.4 46.2 55.4 Der
TA10-HO4 H 23.6 18.8 16.9 49.2 58.8 Izq
TA10-HO04 H 24.9 19.7 17.8 57 66 Der
TA11-HO04 M 24.1 20 17.4 55.6 61.2 Der
TA13-H04 M 23.8 19.1 16.8 46.2 54.2 Der
TA14-H04 M 23.8 19.1 17.1 NA 50.8 Der
TA15-H04 M 24.5 19.7 18 50.6 57.6 Izq
TA16-H04 M 22.1 17.7 15.7 38.6 51.2 Izq
Ho4 TA17-HO4 M 23.4 19.1 17.1 45 51.4 Izq
TA18-H04 H 21.3 17.1 15.2 38.8 46.2 1zq
TA19-HO04 H 20.1 16.2 14.7 30.4 35.8 1zq
TA20-H04 M 22.5 18.1 15.9 43.4 51.8 Der
TA21-H04 H 23.7 17.8 16.1 45.2 NA Izq
TA22-H04 M 22.2 17.7 15.8 45.6 55.4 Izq
TA23-H04 M 21.7 17.7 15.7 39.6 44 Der
TA24-H04 M 22.8 18.5 16.5 42 494 Izq
TA25-H04 H 23.9 19.1 17.1 46.6 53.2 1zq
TA26-H04 M 21.2 17.1 154 38.8 45.8 1zq
TA27-H04 H 23.4 18.6 16.6 51.6 61.2 1zq
TA28-HO4 M 22.9 18.8 16.7 46.4 52.6 Der
TA29-H04 H 21.6 16.4 15.6 40.6 46 Der
TA30-H04 M 21.4 17.1 15.4 41.8 47.6 Der
TA31-H04 H 22.4 18.3 16.3 44.4 50.4 Izq
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Cadigo Etiqu.eta Sexo LT LF LPC  Peso Peso con Utero
Madre embrion placenta
TAO02-HO05 M 17 141 12.7 24.8 NA Der
TAO03-HO05 H 16.8 131 11.8 18.8 NA Der
TA04-HO5 H 16.4 13.8 12.3 22.6 NA Der
TAO05-HO05 H 15.6 12.8 115 20.8 25.8 Der
TA06-HO5 H 15.7 12.9 11.5 19.6 NA Der
TAO7-HO5 M 17.4 141 13.8 254 NA Izq
TAO08-HO05 M 16.5 13.6 12.3 21 NA Izq
TA09-HO5 M 15.7 13.1 11.8 18.6 NA Izq
TA10-HO05 H 15.6 13.2 121 18.18 23.4 Izq
TA11-HO5 H 16.9 134 12.3 20.6 NA Izq
TA12-HO5 M 17.4 14.2 13 25.2 32.4 Izq
TA13-HO05 M 16.1 13.4 12.4 20.4 NA Izq
TA14-HO5 M 14.7 12.2 11 16.2 NA Izq
TA15-HO5 M 17.3 14.6 13.1 25.6 NA Izq
TAL16-HO5 M 15.1 12,5 11.4 NA Izq
RS TA17-HO5 H 16 13.4 12.2 21.6 26.2 Izq
TA18-HO5 H 15.8 13.1 12 18.6 24.4 Izq
TA19-HO05 M 16.7 13.1 12.8 19.2 NA Izq
TA20-HO05 M 17.2 14 12.8 25 NA Izq
TA21-HO05 M 17.1 13.9 12.6 24 NA Izq
TA22-HO05 M 17 14.4 12.9 24.4 NA Izq
TA23-H05 H 16.2 134 12.1 20.8 NA Izq
TA24-H05 H 16.9 14 13.6 22.4 NA Izq
TA25-HO05 H 15.6 13.1 12 17.8 NA Izq
TA26-H05 H 17.3 145 13 26 NA Izq
TA27-HO5 M 17 14.1 13.8 21.6 NA Izq
TA28-H05 H 16.4 135 12.4 21.4 NA Izq
TA29-HO05 M 16.5 13.4 12 21.4 NA Izq
NA M 15.8 13.1 11.7 17.6 NA Der
NA M 17.3 14.2 12.7 21.4 NA Der
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Cadigo Etiqueta Pesocon .
Madre smbrisn Sexo LT LF LPC Peso olacenta Utero
TA02-HO6 H 24 198 17.6 54.6 63.2 Izq
TA03-HO06 M 24.3 19.8 17.9 59.2 66.6 Izq
TA04-HO06 H 25.4 21.1 18.5 62 NA Izq
TA05-HO06 H 28.7 23.5 20.9 85 100.8 Izq
TAO06-HO06 M 26.7 21.6 19 67.8 NA Izq
TAQ07-HO6 H 27.5 22.3 19.8 79 89.2 Izq
TAO08-H06 H 25.9 20.8 18.7 64.8 NA Izq
TA09-HO6 H 24.4 19.9 17.8 52.6 61.4 Izq
TA10-HO6 M 25.5 21.5 19.6 59.8 70.4 Der
TA11-HO6 H 27 22.2 19.7 68.4 NA Der
TA12-HO06 H 25.5 21.4 19.5 79.8 NA Der
TA13-HO06 M 26.2 21.4 19.3 62.6 70.8 Der
TA14-HO06 M 26 21.7 19.5 67 74.8 Der
TA15-HO06 H 26.5 21.4 19.2 61.8 67.2 Der
TA16-HO06 M 24.5 20.5 18.8 54 61.2 Der
TAL17-HO6 H 23.3 19.3 17.4 47.2 51.6 Der
NA H 26.6 21.8 19.2 70.4 77 1zq
HO0 NA H 23.3 18.8 16.7 54.4 62.8 1zq
NA M 25.6 21 18.6 67 75.6 1zq
NA M 23.9 19.2 17.6 57 67.6 1zq
NA H 25 20.2 18.3 55.8 63.6 1zq
NA H 25.7 21 18.7 53.2 64.2 1zq
NA H 26.2 21.3 19.2 69.2 77.2 1zq
NA H 25 20.1 18.1 59.6 68.6 1zq
NA H 26.3 21.3 19.2 65.4 72.2 1zq
NA M 23.8 19.1 17 55.4 61.8 1zq
NA M 24.3 19.6 17.6 58.4 69.4 1zq
NA M 27.2 23 21.8 74.4 NA Der
NA M 27.1 21.4 19.3 65.8 NA Der
NA M 27.5 22.3 20.9 80 91.2 Der
NA M 26.6 21.2 19 62.2 NA Der
NA M 27.7 22.2 20 67.8 74 Der
NA M 25 21 19.4 56.8 62.8 Der
NA M 26 22.3 20 67.2 74.8 Der
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NA
NA
NA
NA

T T < L

25.7
25
255
23.8

21.4
215
21.2
20.1

195
19.9
19.5
19.4

64.2

58.8

54.6
51

NA
65.2
60
56.6

Der
Der
Der
Der
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Cadigo ) ] Peso con .
Madre Etiqueta embrion Sexo LT LF LPC Peso olacenta Utero
TA02-HO7 M 19.9 16.6 144 33.2 42.2 Izq
TAO03-HO7 H 21.8 18.1 16.8 374 NA Der
TAO04-HO7 H 23.2 18.7 16.9 41.2 NA Izq
TAO05-HO7 H 22,5 18.4 16.6 42.4 48 Izq
TAO06-HO7 H 22.2 18.6 17 42 NA Der
TAO7-HO7 H 20.2 16.6 14.9 32.2 374 Izq
TAO08-HO7 M 20.6 174 16.8 35 43.8 Der
TAO09-HO7 H 22.2 18.4 17.8 454 50.2 Der
TA10-HO7 H 22.2 17.8 16.5 36.6 NA Der
TA11-HO7 H 21.6 17.8 16 38.4 434 Izq
NA M 21.6 174 15.6 37.4 NA Izq
NA H 22.7 18.7 16.7 41.6 46.6 Izq
NA M 21.2 17.3 15.6 34.4 NA Izq
NA M 20.7 17 15.2 34.4 40.8 Izq
NA M 21.9 19.1 16.2 38.8 44.2 Izq
HO07 NA M 20.1 16.8 15.1 34.2 41 Izq
NA H 20.3 16.6 14.9 35.4 44.2 Izq
NA H 21.5 17.9 16.2 38 NA Izq
NA H 225 18.4 16.5 434 NA Izq
NA M 22.7 19.7 17.2 44 NA Der
NA H 22.2 18.6 16.8 47.2 51.4 Der
NA M 21.7 175 16 414 50.8 Der
NA H 21.9 18.2 16.6 39.8 NA Der
NA H 234 19.3 17.7 47.2 NA Der
NA H 21.4 174 16.1 35.6 NA Der
NA H 21.8 17.6 16.2 42.8 48.4 Der
NA H 21.7 18.1 16.7 41 NA Der
NA M 21.2 17.8 16.4 38.8 46.6 Der
NA M 23 19.1 17.6 47 NA Der
NA H 21.6 17.7 16.4 40.2 NA Der
NA H 21.3 17.7 16.3 40.2 NA Der
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NA
NA

H
H

19.5
22.2

16.4
18.2

15.3
16.5

29.6
42.6

NA
NA

Der
Der
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Cédigo Etiqueta Peso con i

Madre smbrisn Sexo LT LF LPC Peso olacenta Utero
TA02-H08 H 18.8 15.6 14 29.6 NA Izq

TA03-HO08 M 18.6 15.2 13.8 25.2 39.2 Izq

TA04-HO8 M 16.6 14.8 13.7 24.2 31.4 Der

TAO05-HO08 H 18.1 15 135 23.8 30.2 Izq

TA06-H08 M 20.4 16.7 15.1 34.8 NA Izq

TAO07-HO8 M 19.6 16.1 14.5 32.2 43 Izq

TA08-H08 M 18.4 16.6 14.3 27 33.4 Der

TA09-H08 H 17.5 14.7 13.6 27.4 NA Der

HO08 TA10-HO8 M 17.6 13.7 12.7 20.2 25.6 Der
TA11-HO8 M 17 14.1 13.9 22.8 28.6 Der

NA H 18.9 154 14.1 29.6 35.6 1zq

NA M 20.2 16.4 15 19 36 1zq

NA H 19.8 16.2 14.5 30 37.4 Izq

NA M 19.8 15.3 13.7 29 36.8 Izq

NA M 19.1 15.7 14.2 30.6 414 Izq

NA M 17.6 14.6 13.2 26 33.4 Der

NA M 17.8 15 13.6 23.8 29.6 Der
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Caodigo Etiqueta Pesocon

Madre smbrisn Sexo LT LF LPC Peso olacenta Utero
TA02-H09 M 21.8 177 1538 43.2 55.4 Der
TA03-H09 H 222 178 161 46 55.8 Der
TA04-HO9 M 22 178 159 42.2 59.4 Der
TA05-H09 M 225 167 1438 37.2 45 Izq
TA06-H09 H 229 183 16.7 50 69.4 Izq
TAO07-H09 M 215 186 154 414 51 Der
TAO08-H09 H 216 176 157 43.8 53.6 Izq
TA09-H09 M 201 174 16.2 43.6 54 Izq
TA10-H09 M 225 183 164 50.2 65.6 Izq
TA11-H09 H 222 179 16.2 47.8 56.8 Der
NA M 177 147 129 25.4 30 Izq
NA M 213 175 155 414 50.4 Izq
NA H 21.7 16.7 15 39.6 51 Izq
NA H 213 174 156 444 54.4 Izq
H09 NA H 222 182 163 48.4 63 Izq
NA M 214 173 157 42.8 55.8 Izq
NA M 219 178 159 45.6 54.2 Izq
NA H 233 188 16.8 50 59.4 Izq
NA M 194 158 142 34.8 434 Der
NA M 215 167 147 37.6 52.4 Der
NA M 203 168 152 36 42.6 Der
NA M 211 17 15.2 38.6 49.8 Der
NA H 201 164 147 36.6 44.2 Der
NA M 214 175 156 42 44 Der
NA H 221 181 16.1 44.8 55.6 Der
NA M 216 176 158 42.6 54 Der
NA M 221 174 157 44.4 55.6 Der
NA H 214 175 158 41.8 51.6 Der
NA M 216 175 157 43 60.2 Der
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Cédigo Etiqueta Peso con i
Madre embrion Sexo LT LF LPC Peso olacenta Utero
TA02-H10 H 24.1 19.6 17.4 56.2 62 Izq
TAO03-H10 H 23 18.6 17.7 45.2 NA Der
TA04-H10 M 21.7 17.9 16 36.8 NA Izq
TAO05-H10 M 22.9 18.8 17 41 47.6 Der
TA06-H10 H 22.6 18.7 16.6 45.2 NA Der
TAO07-H10 H 25.1 21.6 18.3 66.4 NA Izq
TA08-H10 H 22.2 18.8 16.8 36.8 42.8 Der
TA09-H10 H 21.4 17.4 15.7 35.6 NA Izq
TA10-H10 H 22.2 18.4 16.5 42.2 NA Der
TA11-H10 H 22.7 18.6 16.5 43 NA 1zq
TA12-H10 H 22.7 18.8 16.9 46.8 53 Der
H10 TA13-H10 H 22.9 18.7 16.8 45.8 NA Izq
TA14-H10 M 24.1 19.6 17.7 47.2 53.2 Der
TA15-H10 H 22.1 18.2 16.1 40.6 NA Izq
TA16-H10 H 22.5 18.4 16.4 38.8 43.6 Der
TAL17-H10 M 23 18.5 16.6 45.2 NA 1zq
TA18-H10 M 22.3 18.4 16.4 42.4 NA Der
TA19-H10 H 20.7 16.8 14.9 35.8 NA 1zq
TA20-H10 H 235 19.3 17.2 44.2 NA Der
TA21-H10 M 21.3 17.3 15.6 38 NA Izq
TA22-H10 M 23.4 18.2 17.2 46.4 52.4 Der
TA23-H10 H 24 19.4 17.5 51.8 58.2 Izq
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Codigo Etiqueta Peso con
Madre emibri6n Sexo LT LF LPC Peso olacenta Utero

TA02-H11 H 27.7 23 20.8 71.2 NA Der
TAO03-H11 H 27.4 22.5 20.5 62.6 NA Der
TAO4-H11 M 27.3 22.4 20.1 63.5 NA Der
TAO05-H11 M 314 26 23.7 88.4 NA Der
TA06-H11 M 27.9 22.6 20.4 59.4 62.8 Der
TAO07-H11 M 30.3 24.9 23 73.2 NA Der
TAO08-H11 H 31.9 26 23.6 102.8 NA Der
TA09-H11 H 30.2 24.8 21.4 75 NA Der
TA10-H11 H 29.7 24.2 22 72.8 NA Der
TA11-H11 H 28.9 24 21.2 73.4 NA Der
TA12-H11 H 27.7 23 20.9 64.2 NA Der
TA13-H11 H 27.3 22.8 20.2 63.4 NA Der
TAl4-H11 M 28..5 23 21 75.9 81.4 Izq
TA15-H11 H 30 24.6 22.1 74.2 77.6 Izq
TAl6-H11 H 28.2 235 21.2 62.8 NA Izq
TAl7-H11 M 30 24.5 22 69.2 73.2 Izq
TA18-H11 M 31.2 25.7 23.3 89.2 NA Izq
TA19-H11 H 28 23.2 21 70.4 74.6 Izq
Al TA20-H11 H 31 25.5 23 90.2 NA Izq
TA21-H11 H 28 23.3 20.9 68 NA Izq
TA22-H11 M 24.9 225 NA 72 79.8 Izq
TA23-H11 H 28 23.7 21 66.8 NA Izq
TA24-H11 H 29.1 24 21.4 81.6 86.2 Izq
TA25-H11 H 31 25.5 23.1 NA 94.4 Izq
NA M 32 26.1 23.2 93.6 96 Izq
NA M 32 26.2 23.3 101.4 NA Izq
NA H 28.5 23.2 21.2 74 NA Izq
NA H 25.6 21.7 195 62.8 67 Izq
NA H 27 22 21.2 59.6 62.8 Izq
NA H 28 23.4 21 76.6 81.2 Izq
NA H 30.2 24.9 22.7 83.8 88.6 Izq
NA M 30.2 25 22.8 80.2 NA Izq
NA H 30.1 25 22.5 80 83.8 Izq
NA H 29 24 21.9 72 NA Der
NA H 31 25.3 22.7 92 NA Der
NA H 29.7 24.8 22.4 84.2 NA Der
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NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

LT T T LI I1T<L <L 1T K<L

30.9
28.9
29
29
29
315
28.5
28.9
29.1
28.9
31.8
28.9
29.1
30.5
20.3

25.6
23.8
23.4
23.4
23
25.8
24.9
24
24
24
25.9
24
24
25
17

23.2
21.8
21.5
21.3
21.6
23
215
21.6
22.8
21.3
23.6
21.4
21.7
22.6
15.2

82
68.8
73.2
71.6
64.6
81.6
66.2
70.6
62.4
69.4
74.2
68.2
70.8
77.4
26.8

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

Der
Der
Der
Der
Der
Der
Der
Der
Der
Der
Der
Der
Der
Der
Der
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Caodigo Etiqueta Pesocon |

Madre smbrisn Sexo LT LF LPC Peso olacenta Utero
TA02-H12 M 30.5 25 22.5 91.4 99.2 Izq

TA03-H12 H 30.3 24.9 22 98.8 NA Izq

TAO04-H12 H 30.7 25 22.6 94.4 98 Izq

TA05-H12 H 29.5 24.4 21.9 85.8 92.6 Izq

TA06-H12 H 30.6 25.7 23 90 NA Izq

TAQ07-H12 M 30 24.6 23.3 92 NA Izq

TA08-H12 H 29 24 21.6 71.6 NA Der

TAQ09-H12 H 325 26.8 24 97.4 NA Der

TA10-H12 M 29.8 23 22 85.8 NA Der

TAl11-H12 M 31.3 26 23.4 95.6 NA Der

TA12-H12 M 315 25.7 23 102.2 NA Der

H12 TA13-H12 M 28.9 24.7 22 79.6 NA Der
TAl14-H12 H 30.9 25.7 23 77.2 NA Der

TA15-H12 M 28.5 23.7 21.1 68.8 NA Der

TAL16-H12 M 30.7 25.7 23.3 88.8 NA Der

TAL17-H12 M 30.5 25.8 23.2 94.2 NA Der

TA18-H12 H 30.3 25 22.5 86.8 NA Der

TA19-H12 M 32.5 26 23.7 101.8 NA Der

TA20-H12 H 27.9 23 20.7 72.4 NA Der

TA21-H12 H 24.5 24.9 22.1 69.2 73.6 Der

TA22-H12 H 28.4 23.3 21 64 NA Der

TA23-H12 H 30.7 25.2 23 100.8 108.8 Izq

TA24-H12 H 29.1 24.3 21.7 69.2 NA Der
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