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Population structure of the Pacific angel shark (Squatina californica) along the
northwestern coast of Mexico based on the mitochondrial DNA control region
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ABSTRACT. Population structure has direct consequences on species evolution, local adaptation, and the capacity of a metapopulation to adapt
to climate change. In this study we assess the genetic structure and demographic history of the Pacific angel shark, Squatina californica, along
the northwestern coast of Mexico using the mitochondrial control region. Results showed high levels of genetic diversity and reveal genetic
differentiation between the samples from the Pacific coast of the Baja California Peninsula and those from the Gulf of California. These genetic
differences are consistent with ontogenetic differences previously reported for S. californica off the northwestern coast of Mexico. Our findings
can be explained by the low dispersal ability and habitat preference of the angel shark and by the complex geomorphology off the northwestern
coast of Mexico. Contrasting historical demographic patterns were observed: population expansion in the gulf and population stability, with a
declining trend, in the Pacific; however, more studies are required to corroborate demographic patterns in both populations. Our results point to
2 distinct management units of the Pacific angel shark in the study area, and this may have direct implications for the management and
conservation of this species in Mexico.

Key words: demersal shark, ecological clusters, genetic differentiation, Gulf of California, Pacific coast.

RESUMEN. La estructura poblacional tiene consecuencias directas sobre la evolucion de las especies, la adaptacion local y la capacidad de una
metapoblacion para adaptarse al cambio climatico. En el presente estudio, se analizd la estructura genética y la historia demografica del tiburén
angel del Pacifico, Squatina californica, a lo largo de la costa noroccidental de México con base en la region control del ADN mitocondrial.
Los resultados mostraron elevados niveles de diversidad genética y diferenciacion genética entre las muestras del Pacifico frente a la peninsula
de Baja California y aquellas del golfo de California. Estas diferencias genéticas son consistentes con las diferencias ontogenéticas reportadas
previamente para S. californica en la costa noroccidental de México. Los resultados pueden ser explicados por la baja capacidad de dispersion
y la preferencia de habitat de S. californica y por la compleja geomorfologia frente a la costa noroccidental de México. Ademas, se observaron
diferentes patrones demograficos histdricos: la poblacion del golfo exhibi6 una tendencia a la expansion y la poblacion del Pacifico exhibio
estabilidad con tendencia a disminuir; sin embargo, es necesario realizar mas estudios para corroborar los patrones demograficos detectados en
ambas poblaciones. Los resultados sugieren la presencia de 2 diferentes unidades para la gestion pesquera del tiburdn angel del Pacifico en el
area de estudio, lo cual tiene implicaciones directas para la conservacion y gestion de esta especie en México.

Palabras clave: tiburdn demersal, grupos ecologicos, diferenciacion genética, golfo de California, costa del Pacifico.
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INTRODUCTION

Understanding the spatiotemporal patterns of gene flow
among isolated populations has long been a major focus in
ecology (Spaet et al. 2015). Sharks are likely to display
different patterns of population structure. Low levels of
intraspecific genetic differentiation have been detected
mainly in highly migrant pelagic species (e.g., Rhincodon
typus) across large ocean basins (Vignaud et al. 2014), while
high levels of population structure have been detected mainly
in demersal species (e.g., Stegostoma fasciatum) on relatively
small geographic scales (Dudgeon et al. 2009). Absence
of population structure was detected for the deep-water
Centroscymnus coelolepis (Verissimo et al. 2011), whereas
almost global panmixia was found for Ceforhinus maximus
(Hoelzel et al. 2006). These population patterns are com-
monly promoted by geographic barriers or dispersal, or can
be influenced by environmental gradients throughout contin-
uous areas (Spaet et al. 2015).

Knowing the processes that affect genetic diversity and
population structure is crucial for the conservation of
exploited species (Arenas et al. 2012). Overfishing can
decrease genetic variation through bottlenecks, cause loss of
genetically unique stocks, select for early sexual maturation,
and ultimately reduce the adaptability of wild populations
(Hutchings and Reynolds 2004). Understanding population
structure and connectivity of marine resources is an essential
prerequisite for devising effective fishery management strate-
gies in at least 2 critical ways: (7) the delineation of an appro-
priate spatial scale for management and (ii) the specification
of subareas, nested within broader management units, that
must be protected from exploitation (Fogarty and Botsford
2007, Hilario et al. 2015).

The Pacific angel shark, Squatina californica Ayres 1859,
is a demersal shark found off the coast of North America,
from Alaska to the Gulf of California, where it is associated
with soft-bottom habitats (Compagno et al. 2005). It is a
lecithotrophic viviparous shark that has low fecundity
(10 embryos per year), with gestation lasting 10 months
(Compagno et al. 2005, Romero-Caicedo et al. 2016). This
species is frequently targeted by the artisanal elasmobranch
fishery along the norwestern coast of Mexico (Villavicencio-
Garayzar 1996, Ramirez-Amaro et al. 2013). The population
trend remains unknown, but reported landing data
(2003-2015) from Baja California (Mexico) suggest popula-
tion decline (Ramirez-Amaro et al. 2013). The Pacific angel
shark is categorized as Near Threatened in the International
Union for Conservation of Nature Red List of Endangered
Species, with a suspected population decline approaching
30% over 3 generations (Cailliet et al. 2016). Currently, no
information on stock or structure has been documented for
this species.

Assessing the differences in the population structure of a
fishery resource is necessary to understand the extent to
which populations are genetically isolated from each other
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INTRODUCCION

Entender los patrones espaciales y temporales del flujo
génico entre poblaciones aisladas ha sido un objetivo impor-
tante de los estudios de ecologia (Spaet et al. 2015). Los
tiburones muestran diferentes patrones de estructura pobla-
cional. Se han detectado niveles bajos de diferenciacion
genética intraespecifica principalmente en especies pelagicas
altamente migratorias (e.g., Rhincodon typus) en cuencas
ocednicas (Vignaud et al. 2014), mientras que se han
detectado niveles altos de estructura poblacional principal-
mente en especies demersales (e.g., Stegostoma fasciatum) a
una escala geografica relativamente pequefia (Dudgeon et al.
2009). Se ha informado de la ausencia de estructura
poblacional en el caso del tiburon de aguas profundas
Centroscymnus coelolepis (Verissimo et al. 2011), mientras
que Cetorhinus maximus exhibe panmixia a nivel mundial
(Hoelzel et al. 2006). Estos patrones poblacionales son
comunmente promovidos por barreras geograficas o disper-
sion, o pueden ser influenciados por gradientes ambientales
en zonas continuas (Spaet et al. 2015).

Para la conservacion de especies explotadas es fundamen-
tal conocer los procesos que afectan la diversidad genética y
la estructura poblacional (Arenas et al. 2012). La sobrepesca
puede disminuir la variabilidad genética mediante cuellos de
botella, causar la pérdida de poblaciones genéticamente
unicas, propiciar a una maduracion sexual temprana, y redu-
cir la adaptabilidad de las poblaciones silvestres (Hutchings y
Reynolds 2004). Entender la estructura y conectividad pobla-
cional de los recursos marinos es un prerrequisito esencial
para desarrollar estrategias para la gestion efectiva de los
recursos pesqueros en por lo menos 2 formas criticas: (i) la
delineacion de una escala espacial apropiada para la gestion y
(if) la especificacion de subareas, dentro de unidades de
gestion mdas amplias, que deben ser protegidas de la
explotacion (Fogarty y Botsford 2007, Hilario et al. 2015).

El tiburén angel del Pacifico, Squatina californica Ayres
1859, es una especie demersal que se encuentra a lo largo de
la costa occidental de Norteamérica, desde Alaska hasta el
golfo de California, donde se asocia con habitats de fondos
blandos (Compagno et al. 2005). Es un tiburén viviparo
lecitotrofico que tiene una baja fecundidad (10 embriones
por afo) y un periodo de gestacion que dura 10 meses
(Compagno et al. 2005, Romero-Caicedo et al. 2016). Es una
especie objetivo de la pesqueria artesanal de elasmobran-
quios en la costa noroccidental de México (Villavicencio-
Garayzar 1996, Ramirez-Amaro et al. 2013). Aun se
desconoce la tendencia poblacional, pero los datos prove-
nientes de los desembarques (2003—-2015) en Baja California
(México) sugieren una disminucion de la poblacion
(Ramirez-Amaro et al. 2013). El tiburén angel del Pacifico
estd clasificado como especie Casi Amenazada en la Lista
Roja de Especies Amenazadas de la Unidn Internacional para
la Conservacion de la Naturaleza, con una reduccion de la
poblacion sospechada de casi 30% en 3 generaciones
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and need different management plans to protect the species
(Nielsen and Powers 1995). It is important to select a locus or
loci with a relative high mutation rate in order to detect suffi-
cient polymorphism in population-level studies (Heist et al.
1996). The mitochondrial DNA genome includes a small
non-coding region known as the mitochondrial control region
(mtCR), which serves as the origin of replication for the
mitochondrial genome and is usually more variable than
other coding genes (Avise 1994). Several shark population
studies have used the mtCR to infer processes responsible for
observed patterns of spatial genetic differentiation and to
identify fishery management and conservation units (see
Dudgeon et al. 2012 and references therein). In the present
study, we assess the levels of genetic diversity, population
structure, and demographic history of the Pacific angel shark
along the northwestern coast of Mexico based on mtCR.

MATERIALS AND METHODS
DNA extraction, amplification, and sequencing

Sampling was conducted at 2 localities where artisanal
fishermen often land elasmobranchs: the port of Ensenada
(27 samples) on the western coast of the Baja California
Peninsula and El Portugués fishing camp (11 samples) on
the eastern coast (Fig. 1). A small piece of muscular tissue
was excised from each individual and stored at 4 °C in abso-
lute ethanol. Genomic DNA was extracted by a standard
phenol-chloroform method (Aljanabi and Martinez 1997).
The polymerase chain reaction (PCR) was carried out to
amplify mtCR using universal primers: cytb-1040 (5'-GGN
CAA CCM GTY GAA CAA CC-3") and 12 rev 326 (5'-ACT
CGT ATA ACG CGG TGG CT-3") (J Sandoval-Castillo pers.
comm.). Cycling conditions were as follows: an initial dena-
turation step at 96 °C for 5 min; 35 cycles for 60 s each at
94 °C, 60 s at 60 °C, and 60 s at 72 °C; and a final extension
step for 10 min at 72 °C. PCR products were purified using
the QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN, Hilden,
Germany). Both heavy and light strands were sequenced
(Arizona Research Laboratories, Tucson, AZ) using direct
sequencing reactions with a 3730XL DNA Analyzer
(Applied Biosystems, Carlsbad, CA) and a BigDye Termina-
tor Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City,
CA). The resulting DNA sequences were imported into
ChromasPro v2.0.1 (Technelysium, Brisbane, Australia) and
checked for quality and accuracy of nucleotide base assign-
ment, and multiple sequence alignments were obtained using
Clustal X implemented in MEGA v3.1 (Kumar et al. 2008).

Analysis of mtCR

Molecular diversity indices for the mtCR fragment,
including the number of polymorphic sites, nucleotide
composition, haplotype diversity (%), nucleotide diversity,
and nucleotide divergence, were estimated for each sample
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(Cailliet et al. 2016). Actualmente no se cuenta con informa-
cion de la poblacion o estructura para esta especie.

Para entender qué tan genéticamente aisladas estan las
poblaciones entre si y los planes de gestion necesarios para
proteger las especies es importante evaluar las diferencias en
la estructura poblacional de un recurso pesquero (Nielsen y
Powers 1995). Es necesario seleccionar un locus o loci con
una tasa de mutacion relativamente alta para detectar sufi-
ciente polimorfismo en los estudios a nivel poblacional
(Heist et al. 1996). E1 ADN mitocondrial o genoma mitocon-
drial incluye una pequefia region no codificante conocida
como la region control del ADN mitocondrial (RCmt), la
cual sirve como el origen de replicacion para el genoma mito-
condrial y usualmente es mas variable que otros genes codifi-
cantes (Avise 1994). Varios estudios de las poblaciones de
tiburones han usado la RCmt para inferir los procesos respon-
sables de los patrones observados de diferenciacion genética
espacial e identificar las unidades de gestion y conservacion
de recursos pesqueros (ver Dudgeon et al. 2012 y las referen-
cias ahi citadas). En el presente estudio se evaluaron los
niveles de diversidad genética, la estructural poblacional y la
historia demografica del tiburén angel del Pacifico en la costa
noroccidental de México con base en la RCmt.

MATERIALES Y METODOS
Extraccion, amplificaciéon y secuenciaciéon del ADN

Se realizaron muestreos en 2 sitios donde pescadores
artesanales frecuentemente desembarcan elasmobranquios:
el puerto de Ensenada (27 muestras) en la costa occidental
de la peninsula de Baja California y el campo pesquero
El Portugués (11 muestras) en la costa oriental (Fig. 1). Un
pequetio trozo de tejido muscular fue extraido de cada indivi-
duo y almacenado a 4 °C en etanol absoluto. Se extrajo ADN
gendmico con fenol-cloroformo (Aljanabi y Martinez 1997).
La amplificacion de la RCmt se realizé mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés)
con cebadores universales: cytb-1040 (5'-GGN CAA CCM
GTY GAA CAA CC-3") y 12 rev 326 (5'-ACT CGT ATA
ACG CGG TGG CT-3") (J Sandoval-Castillo com. pers.). Las
condiciones de amplificacion fueron una desnaturalizacion
inicial a 96 °C durante 5 min; 35 ciclos de 60 s a 94 °C, 60 s a
60°C y 60s a 72 °C; y una extension final a 72 °C durante
10 min. Los productos de la PCR fueron purificados con un
kit comercial (QIAquick PCR Purification Kit, QIAGEN,
Hilden, Alemania). Se secuenciaron las cadenas tanto ligeras
como pesadas (Arizona Research Laboratories, Tucson, AZ)
mediante reacciones de secuenciacion directa con un analiza-
dor de ADN 3730XL (Applied Biosystems, Carlsbad, CA) y
un kit comercial (BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit,
Applied Biosystems, Foster City, CA). Las secuencias de
ADN obtenidas fueron importadas a ChromasPro v2.0.1
(Technelysium, Brisbane, Australia) y examinadas para
calidad y la precision de la asignacion de bases nucleotidicas,
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Figure 1. Location of the 2 fishery localities (black circles) on the
Baja California Peninsula (Mexico) where samples of Squatina
californica were collected: the port of Ensenada and El Portugués
fishing camp.

Figura 1. Ubicacion de los 2 sitios de desembarque (circulos
negros) en la peninsula de Baja California (México) donde se
recolectaron muestras de Squatina californica: el puerto de
Ensenada y el campo pesquero El Portugués.

using Arlequin v3.1 (Excoffier et al. 2005) and DnaSP v5.0
(Librado and Rozas 2009).

The level of differentiation among populations was
assessed by estimating the pairwise Fg; values for mtCR,
based on the mean number of pairwise differences among
sequences, using Arlequin. The hierarchical genetic structure
of populations was assessed for the mtCR by an analysis
of molecular variance (AMOVA) implemented in Arlequin.
Statistical significance was estimated using 10,000 permuta-
tions. The Bayesian phylogeographic and ecological
clustering (BPEC) method (Manolopoulou et al. 2011,
Manolopoulou and Emerson 2012) was used to detect geneti-
cally and geographically distinct population clusters. This
test was implemented in R 3.3.1 (R Development Core
Team). Different tree and migration event scenarios were
explored through the Markov chain Monte Carlo procedure
to estimate the geographically clustered structure. Migration
events were assumed to occur when a haplotype (with or
without a mutation from its parent haplotype) migrated to a
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obteniéndose alineamientos multiples de secuencias usando
el programa Clustal X implementado en MEGA v3.1 (Kumar
et al. 2008).

Analisis de la RCmt

Se estimaron, usando Arlequin v3.1 (Excoffier et al.
2005) y DnaSP v5.0 (Librado y Rozas 2009), los indices de
diversidad molecular para el fragmento de la RCmt de cada
muestra, incluyendo el nimero de sitios polimorficos, la
composicion nucleotidica, la diversidad haplotipica (h), la
diversidad nucleotidica y la divergencia nucleotidica.

Para evaluar el nivel de diferenciacion entre poblaciones
se estimaron, con Arlequin, los valores de Fgy; por pares para
la RCmt, con base en el nimero promedio de diferencias
pareadas entre secuencias. Se evalud la estructura genética
jerarquica de las poblaciones mediante un analisis de
varianza molecular implementado en Arlequin. La signifi-
cancia estadistica se estim6 con 10,000 permutaciones. Para
detectar las aglomeraciones de poblaciones genética y
geograficamente distintas se realizd un analisis bayesiano
(Manolopoulou et al. 2011, Manolopoulou y Emerson 2012)
con el paquete Bayesian Phylogeographic and Ecological
Clustering (BPEC) implementado en R 3.3.1 (R Develop-
ment Core Team). Para estimar la estructura de aglomeracion
geografica se examinaron diferentes escenarios de arboles
filogenéticos y eventos de migracion mediante el método de
Montecarlo basado en cadenas de Markov. Se supuso que los
eventos de migracion suceden cuando un haplotipo (con y sin
una mutacion de su haplotipo parental) migra a un grupo
nuevo. Las entradas para el analisis bayesiano fueron 107 ite-
raciones, 2 dimensiones, 1 parametro de relajacion por parsi-
monia y un maximo de 3 migraciones.

Analisis de redes y filogenéticos

Se representaron las relaciones entre los haplotipos de la
RCmt con una red basada en el algoritmo de unién por
medianas (median-joining network, Bandelt et al. 1999) que
se construyé con los programas DNA Alignment v1.2 y
PopART v3.0 (AWC 2007).

Para el analisis filogenético se adopté un enfoque de
inferencia bayesiana (Huelsenbeck y Ronquist 2001,
Huelsenbeck et al. 2001). La filogenia bayesiana se estimo
usando el modelo GTR +1+ G como el modelo sustituto
seleccionado con el criterio de informacion bayesiano
implementado en MrModeltest v2.3 (Nylander 2004). El
analisis de las inferencias bayesianas se realiz6 en MrBayes
v3.1.2 (Ronquist y Huelsenbeck 2003). Se us6 el método de
Montecarlo con 4 cadenas, las cuales corrieron simultanea-
mente durante 107 iteraciones con muestreo de los arboles
cada 10,000 generaciones. Los primeros 25% de los arboles
fueron descartados como burn-in y los restantes fueron usa-
dos para construir una filogenia de consenso por la regla de
mayoria de 70%. Para la reconstruccion filogenética se usé
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new cluster. The inputs for the BPEC analysis were 107 itera-
tions, 2 dimensions, 1 parsimony relaxation parameter, and a
maximum of 3 migrations.

Network and phylogenetic analyses

The relationships among the mtCR haplotypes were
represented with a median-joining network (Bandelt et al.
1999) that was constructed using DNA Alignment v1.2 and
PopART v3.0 (AWC 2007).

Phylogenetic analysis was performed by Bayesian infer-
ence (Huelsenbeck and Ronquist 2001, Huelsenbeck et al.
2001). The Bayesian phylogeny was estimated using the
GTR + 1+ G model as the substitution model selected with
the Bayesian information criterion implemented in
MrModeltest v2.3 (Nylander 2004). Bayesian tree inferences
were performed using MrBayes v3.1.2 (Ronquist and
Huelsenbeck 2003). We used Markov chain Monte Carlo
sampling with 4 chains, which ran simultaneously for 107
iterations with trees sampled every 10,000 generations. The
first 25% of the trees were discarded as burn-in and the
remaining trees were used to construct a 70% majority-rule
concensus phylogeny. For phylogenetic reconstruction
Squatina formosa was used as an outgroup (GenBank acces-
sion number: KM084865.1).

Demographic history

Two methods were applied to the mtCR data set to
explore the demographic history of the Pacific angel shark
samples that showed genetic differentation. First, evidence
for population expansion was evaluated with Tajima’s D
(Tajima 1989) and Fu’s Fg (Fu 1997) statistics using
Arlequin. Second, to further explore the possibility of
demographic changes, a mismatch distribution analysis (dis-
tribution of pairwise differences) (Rogers and Harpending
1992) was performed for both geographical groups in
Arlequin. Mismatch analysis models assume that any popula-
tion growth or decline will reveal a genetic signature (Rogers
and Harpending 1992, Schneider and Excoffier 1999).

RESULTS
Genetic analysis

A fragment of 980 bp from the mtCR was sequenced
for all samples (GenBank accession numbers: KP792162to
KP792190). The nucleotide composition of this fragment con-
sisted of 21.59% cytosine, 35.11% thymine, 29.66% adenine,
and 13.64% guanine. Altogether, 29 haplotypes were found
(Table 1). Overall haplotype and nucleotide sequence
diversities were 0.977 and 0.013, respectively. A total of 19
and 10 haplotypes occurred at the Gulf of California
(El Portugués) and Pacific (Ensenada) sites, respectively. The
most common haplotypes, GCF5 and GCF7, occurred at the
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Squatina formosa como grupo externo (numero de acceso en
GenBank: KM084865.1).

Historia demografica

Se aplicaron 2 métodos al conjunto de datos de la RCmt
para examinar la historia demografica de las muestras del
tiburon éangel del Pacifico que mostraron diferenciacion
genética. Primero, se evalud la evidencia de una expansion
poblacional con los estadisticos D de Tajima (Tajima 1989) y
Fq de Fu (Fu 1997) en Arlequin. Segundo, para analizar mas
detenidamente la posibilidad de cambios demograficos, se
realiz6 un andlisis de la distribucion de diferencias pareadas
(mismatch distribution, Rogers y Harpending 1992) en
Arlequin para los 2 grupos geograficos. Los modelos supo-
nen que cualquier crecimiento o disminucién poblacional
mostrara una firma genética (Rogers y Harpending 1992,
Schneider y Excoffier 1999).

RESULTADOS
Analisis genético

Se secuenci6 un fragmento de 980 pb de todas las
muestras de la RCmt (nimeros de acceso en GenBank:
KP792162 a KP792190). La composicion nucleotidica de
este fragmento fue de 21.59% de citosina, 35.11% de timina,
29.66% de adenina y 13.64% de guanina. En total, se encon-
traron 29 haplotipos (Tabla 1). La diversidad haplotipica total
fue de 0.977 y la diversidad nucleotidica total fue de 0.013.
Se identificaron un total de 19 y 10 haplotipos en los
sitios del golfo de California (El Portugués) y el Pacifico
(Ensenada), respectivamente. Los haplotipos mas comunes,
GCFS5 y GCF7, fueron encontrados en el sitio del golfo. Los 2
sitios de muestreo no compartieron haplotipos.

Los resultados del analisis de varianza molecular y el
analisis de pares concordaron. La hip6tesis nula de panmixia
global en el area de estudio fue rechazada debido a la
heterogeneidad genética significativa entre los sitios de
muestreo (Tabla 2). El valor de Fg; entre pares fue significa-
tivo (Fgr = 0.123, P < 0.01) para la comparacion entre pares
de las muestras del Pacifico y el golfo. Esta diferenciacion
genética también concuerda con el nimero de conglomerados
identificados en el analisis bayesiano (BPEC). Con base en el
conjunto de datos de la RCmt, este andlisis mostré mayor
probabilidad (P = 0.97) en 2 conglomerados, lo que indica
que es la mejor estimacion del nimero verdadero de conglo-
merados genéticos, que claramente corresponden a los sitios
del golfo y el Pacifico (Fig. 2).

El arbol filogenético bayesiano para las muestras de
S. californica recolectadas en el noroeste de México mostra-
ron 2 conglomerados (Fig. 3): el grupo G que incluye las
muestras del golfo y el grupo P que incluye las muestras del
Pacifico. Ambos conglomerados fueron reflejados en la red
haplotipica ya que las muestras de los 2 sitios de muestreo no
compartieron haplotipos (Fig. 4).
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Table 1. Genetic diversity indices based on the mitochondrial control region sequences of Squatina californica from the Gulf of California and
the Pacific coast of the Baja California Peninsula: n, number of samples; PS, number of polymorphic sites; SN, number of substitutions;
Tr, number of transitions; Tv, number of transversions; NH, number of haplotypes found; 4, haplotype diversity; z, nucleotide diversity. The

asterisk indicates statistical significance at P < 0.05.

Tabla 1. indices de diversidad genética con base en las secuencias de la region control mitocondrial de Squatina californica del golfo de
California y el océano Pacifico frente a la peninsula de Baja California: n, nimero de muestras; PS, nimero de sitios polimérficos; SN, nimero
de sustituciones; Tr, nimero de transiciones; Tv, nimero de transversiones; NH, nimero de haplotipos encontrados; 4, diversidad haplotipica;
r, diversidad nucleotidica. El asterisco indica significacion estadistica a P < 0.05.

Sampling area n PS SN Tr Tv NH h o D! F¢?
Gulf of California 27 52 54 18 36 19 0.982 0.008 -1.978*  —2.985*
Pacific Ocean 11 90 90 17 73 10 0.957 0.055 -1.875*%  -2.377*
Total 38 127 134 33 101 29 0.977 0.013

! Tajima (1989); 2Fu (1997)

gulf site. There were no shared haplotypes between sampling
areas.

The results of the molecular variance and pairwise
analyses were concordant. The null hypothesis of global
panmixia across the study area was rejected because there
was significant genetic heterogeneity between sampling
areas (Table 2). The pairwise Fgy; value was significant
(Fsr=0.123, P <0.01) for the pairwise comparison between
the Pacific and Gulf of California samples. This genetic
differentiation is also consistent with the number of clusters
identified by BPEC. Based on the mtCR data set, BPEC
revealed the highest probability (P = 0.97) at 2 clusters, indi-
cating this as the best estimate of the true number of genetic
clusters, which clearly correspond to the gulf and Pacific
areas (Fig. 2).

The Bayesian phylogenetic tree for the S. californica
samples collected off northwestern Mexico showed 2 clusters
(Fig. 3), the G cluster comprising the gulf samples and the P
cluster comprising the Pacific samples. Both clusters were
reflected in the haplotype network because no haplotypes
were shared between the Pacific and the gulf samples
(Fig. 4).

Demographic history

The unimodal mismatch distribution analysis (Fig. 5a),
together with the negative values of Tajima’s D and Fu’s Fg
statistics (Table 1), indicated a recent population expansion
scenario for the gulf population. In contrast, the mismatch
distribution analysis showed a multimodal distribution for
the Pacific population, suggesting demographic stability
(Fig. 5b).

DISCUSSION
The present study provides a first approach to learning the

genetic diversity, population structure, and demographic his-
tory of S. californica off northwestern Mexico using mtCR.
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Historia demografica

El anélisis de la distribucion de diferencias pareadas
muestra una distribuciéon unimodal para la poblacion del
golfo (Fig. 5a); esto, junto con los valores negativos de los
estadisticos de Tajima (D) y Fu (Fs) (Tabla 1), indica un esce-
nario de expansion poblacional reciente para esta poblacion.
En contraste, el analisis muestra una distribucion multimodal
para la poblacion del Pacifico, lo que sugiere estabilidad
demografica (Fig. 5b).

DISCUSION

Este trabajo constituye un primer intento para conocer la
diversidad genética, la estructura poblacional y la historia
demografica de S. californica en el noroeste de México
usando la RCmt. La secuencia de la RCmt de esta especie
de tiburdn es mas corta que la de la mayoria de peces cartila-
ginosos (~1,200 pb, Stoner et al. 2003). La diversidad haplo-
tipica total fue alta, principalmente debido a la presencia de
varios haplotipos unicos. Estos valores altos de diversidad
son similares a otros valores obtenidos para S. californica en
el golfo de California (& = 0.97; Grijalva-Chon et al. 2002).
Se podria atribuir esta alta diversidad haplotipica y nucleoti-
dica a las altas tasas de mutacion que cominmente se regis-
tran en la RCmt (Randi 2000).

Dados los niveles significativos de heterogeneidad y
diferenciacion genética y la falta de haplotipos compartidos
entre las muestras del Pacifico y el golfo, se sugiere que no
ha habido suficiente flujo génico entre ambos sitios. De
hecho, esta division de poblacion se observo en un analisis
filogenético de tiburones angel (género Squatina) realizado
por Stelbrink et al. (2009). La variacién genética regional
observada en nuestro estudio podria estar vinculada a las
diferencias ontogenéticas de S. californica entre los sitios
de muestreo. La longitud a la madurez sexual (LMS) y la
longitud total méxima (LTM) de los individuos del golfo son
menores (LMS =70.0-77.7 cm; LTM = 88-99 cm) que las de
los individuos del Pacifico (LMS =99 cm; LTM = 117 cm)
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Table 2. Variance of pairwise genetic distances and estimated
nucleotide divergence (K) based on the mitochondrial control
region sequences of Squatina californica from waters off
northwestern Mexico.

Tabla 2. Variabilidad de las distancias genéticas parcadas y la
divergencia nucleotidica estimada (K) con base en las secuencias de
la region control del ADN mitocondrial de Squatina californica del
noroeste de México.

Source of variation ~ Variance % total P Fsr K (%)
Among populations 3.77 4451 0.00 0.4451 2.13
Within populations 4.70 55.49

The mtCR sequence of this shark species is shorter than that
observed in most cartilaginous fishes (~1,200 bp, Stoner et al.
2003). Overall haplotypic diversity was high, mainly due to
the presence of many unique haplotypes. These high diver-
sity values are similar to those reported for Pacific angel
sharks in the Gulf of California (4 = 0.97; Grijalva-Chon
et al. 2002). High haplotype and nucleotide diversity could
likely be due to high mutation rates commonly recorded in
the mtCR (Randi 2000).

Given the significant levels of genetic heterogeneity and
differentiation and the lack of shared haplotypes between the
Pacific and gulf samples, we suggest that there has not been
sufficient gene flow between both areas. In fact, this popula-
tion division was observed in the global phylogenetic
analysis of angel shark (genus Squatina) samples performed
by Stelbrink et al. (2009). The regional genetic variation
observed in our study could be linked to ontogenetic differ-
ences in S. californica between study areas. Length at sexual
maturity (LSM) and maximum total length (MTL) are lower
in individuals from the gulf area (LSM = 70.0-77.7 cm;
MTL = 88-99 cm) than in individuals from the Pacific area
(LSM = 99 cm; MTL = 117 cm) (Villavicencio-Garayzar
1996, Romero-Caicedo et al. 2016). Morphological differ-
ences and genetic differentiation are both in agreement with
the population structure of this species in the study area.

The genetic differentiation observed in the Pacific angel
shark can be attributed to the low dispersal ability of this spe-
cies because of its life history traits, particularly its prefer-
ence for coastal and benthic habitats and the lack of pelagic
development stages such as the larval stage (Compagno
2005). In general, angel shark species have limited ability for
sustained swimming due to their morphological and anatomi-
cal features, which limit swim power and suggest low disper-
sal potential and short migration events (Pittenger 1984).
Taking into account the characteristics of S. californica, we
consider that the submarine canyons constitute a natural
barrier for its dispersal. Geomorphology off northwestern
Mexico is complex, and there are numerous submarine can-
yons and great depths (at the mouth of the Gulf of California,
the ocean basin drops to over 3,000 m) (Gutiérrez et al.
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Mexico

Figure 2. Results from Bayesian phylogeographic and ecological
clustering analysis based on the mitochondrial control region
sequences of Squatina californica from the Pacific coast of the
Baja California Peninsula and the Gulf of California. The
simulated contour areas are centered for each population cluster,
and the shaded areas show the radius of 50% concentration
contours around it.

Figura 2. Resultados del andlisis bayesiano de grupos
filogeograficos y ecoldgicos con base en las secuencias de la
region control mitocondrial de Squatina californica de la costa
occidental (océano Pacifico) y la costa oriental (golfo de
California) de la peninsula de Baja California. Las areas de
contorno simuladas estan centradas en cada grupo poblacional y
las 4areas sombreadas muestran el radio de contornos de
concentracion de 50% alrededor del grupo.

(Villavicencio-Garayzar 1996, Romero-Caicedo et al. 2016).
Las diferencias tanto morfoldgicas como genéticas concuer-
dan con la estructura poblacional de esta especie en el area de
estudio.

La diferenciacion genética observada en S. californica
puede atribuirse a la baja capacidad de dispersion de esta
especie debido a sus rasgos de historia de la vida, particular-
mente su preferencia por habitats costeros y bentonicos y la
falta de etapas de desarrollo pelagico como el estadio larval
(Compagno 2005). En general, las especies de tiburones
angel tienen una capacidad limitada para la natacion
sostenida debido a sus caracteristicas morfologicas y anatom-
icas, que limitan la potencia de nado y sugieren un bajo
potencial de dispersiéon y migraciones de corta duracién
(Pittenger 1984). Tomando en cuenta las caracteristicas de
S. californica, consideramos que los cafiones submarinos
constituyen una barrera natural para su dispersion. La morfo-
logia del fondo marino en el noroeste de México es compleja.
Hay numerosos cafones submarinos y las profundidades son
grandes (en la boca del golfo de California la cuenca
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Figure 3. Bayesian phylogenetic reconstruction based on the
mitochondrial control region sequences of Squatina californica.
Posteriori probabilities are indicated in the nodes. Squatina
formosa (SF) was used as the outgroup. P, sample from the Pacific
coast of the Baja California Peninsula; G, sample from the Gulf of
California. Colors show the clusters according to the Bayesian
phylogeographic and ecological clustering results.

Figura 3. Reconstruccion filogenética bayesiana con base en las
secuencias de la regién control mitocondrial de Squatina
californica. Se indican las probabilidades a posteriori en los
nodos. Se usé Squatina formosa (SF) como grupo externo. P,
muestra del océano Pacifico frente a la peninsula de Baja
California; G, muestra del golfo de California. Los colores
muestran las agrupaciones segun los resultados del analisis
bayesiano de grupos filogeograficos y ecoldgicos.

2004). Furthermore, the continental shelf along the Pacific
coast of Baja California is typically narrow (usually <20 km),
with great depths close to it (Allen and Horn 2006). The
effect of deep marine basins as barriers to dispersal has also
been suggested for the Pacific angel shark in waters between
the northern and southern Channel Islands (California)
(Gaida 1997) and even for other demersal elasmobranchs
such as the thornback ray (Raja clavata, Chevolot et al. 2006)
and the nurse shark (Ginglymostoma cirratum, Karl et al.
2012).
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Figure 4. Haplotype network based on the mitochondrial control
region sequences of Squatina californica. Black circles indicate
haplotypes from the Pacific coast of the Baja California Peninsula
(PCM) and blue circles indicate haplotypes from the Gulf of
California (GCF). Relative area of circles reflects sample size and
the red nodes represent possible haplotype ancestors. Concerning
bars represent mutation steps.

Figura 4. Red haplotipica con base en las secuencias de la region
control del ADN mitocondrial de Squatina californica. Los
circulos negros indican los haplotipos del océano Pacifico frente a
la peninsula de Baja California (PCM) y los circulos azules
indican los haplotipos del golfo de California (GCF). El area
relativa de los circulos refleja el tamafio de la muestra y los nodos
rojos representan posibles haplotipos ancestrales. Las barras
representan los pasos de mutacion.

oceanica alcanza una profundidad de mas de 3,000 m)
(Gutiérrez et al. 2004). En la costa del Pacifico de Baja
California, la plataforma continental tiende a ser angosta
(<20 km) y profunda (Allen y Horn 2006). Ya se habia suge-
rido que las cuencas marinas profundas actiian como barreras
para la dispersion del tiburdn angel del Pacifico entre las islas
del Canal de California (Gaida 1997), asi como de otros
elmasmonbranquios como la raya Raja clavata (Chevolot
et al. 2000) y el tiburdn Ginglymostoma cirratum (Karl et al.
2012).
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Figure 5. Pairwise mismatch distribution of relative effective population size of Squatina californica based on the mitochondrial control
region sequences of samples from the (a) Gulf of California and (b) Pacific coast of the Baja California Peninsula. The solid line represents
expected frequency and the dotted line represents observed frequency.
Figura 5. Distribucion de diferencias pareadas del tamafo efectivo de la poblacion de Squatina californica con base en las secuencias de la
region control del ADN mitocondrial de las muestras del (a) golfo de California y (b) océano Pacifico frente a la peninsula de Baja California.
La linea continua representa la frecuencia esperada y la linea punteada representa la frecuencia observada.

The Baja California Peninsula has been reported as an
important biogeographic barrier for several species of elas-
mobranchs such as the shovelnose guitarfish (Rhinobatos
productus, Sandoval-Castillo et al. 2004), California butterfly
ray (Gymnura marmorata, Smith et al. 2009), golden
cownose ray (Rhinoptera steindachneri, Sandoval-Castillo
and Rocha-Olivares 2011), and banded guitarfish (Zapteryx
exasperata, Castillo-Paez et al. 2014). The dynamic history
of the area as a transition zone (Alvarez-Borrego 1983) could
have produced multiple events of population fragmentation,
likely influencing the genetic differentiation in elasmobranch
populations (Sandoval-Castillo and Beheregaray 2015).

Reproductive behavior may also promote the observed
genetic differentiation of Pacific angel shark populations.
Philopatric behavior reduces the possibility of gene flow
among breeding areas (Dudgeon et al. 2012). Female
reproductive philopatry to nursery areas has been recorded
for several elasmobranchs, such as the zebra shark
(Stegostoma fasciatum, Dudgeon et al. 2009), thornback ray
(R. clavata, Chevolot et al. 2006), and small-spotted catshark
(Scyliorhinus canicula, Kousteni et al. 2015), and it even has
been associated with the genetic variation in the banded
guitarfish (Z. exasperata, Castillo-Pdez et al. 2014)
between the Pacific and gulf areas. However, no tagging or
biological marker studies are available to determine whether
S. californica returns to the same breeding areas every repro-
ductive season. In this sense, tagging studies are required to
assess reproductive philopatry.

In the present study, we found private or unique haplo-
types for both sampling areas probably due to the small
sample size (Kalinowski 2004). An adequate sampling
scheme is needed to properly analyze biological questions
regarding geographic genetic structure (Mona et al. 2014).
Small sample sizes can overestimate population division and
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Se ha documentado que la peninsula de Baja California es
una barrera biogeografica para varias especies de elasmo-
branquios, como los peces guitarra Rhinobatos productus
(Sandoval-Castillo et al. 2004) y Zapteryx exasperata
(Castillo-Pdez et al. 2014), la raya mariposa californiana
Gymnura marmorata (Smith et al. 2009) y la raya nariz de
vaca Rhinoptera steindachneri (Sandoval-Castillo y Rocha-
Olivares 2011). La historia de la dindmica del area como una
zona de transicion (Alvarez-Borrego 1983) podria haber
causado multiples eventos de fragmentacion poblacional que
probablemente influenciaron la diferenciacion genética en
las poblaciones de elasmobranquios (Sandoval-Castillo y
Beheregaray 2015).

El comportamiento reproductivo también puede promo-
ver la diferenciacion genética entre las poblaciones de
tiburén angel del Pacifico. Un comportamiento filopatrico
reduce la posibilidad de flujo génico entre las zonas de
reproduccion (Dudgeon et al. 2012). La filopatria de las
hembras a las zonas de reproduccion y crianza ha sido docu-
mentado para varios elasmobranquios, incluyendo el tiburén
cebra Stegostoma fasciatum (Dudgeon et al. 2009), la raya
R. clavata (Chevolot et al. 2006) y la pintarroja Scyliorhinus
canicula (Kousteni et al. 2015), e incluso se ha asociado con
la wvariabilidad genética del pez guitarra Z. exasperata
(Castillo-Paez et al. 2014) entre el Pacifico y el golfo. Sin
embargo, no se dispone de estudios de marcado o de marca-
dores bioldgicos para determinar si S. californica regresa a
las mismas zonas de reproduccion cada temporada reproduc-
tiva. Por lo tanto, se requieren de estudios de marcado para
evaluar la filopatria reproductiva.

En el presente estudio encontramos haplotipos privados o
Unicos para ambos sitios de muestreo probablemente debido
al pequefio tamafio de la muestra (Kalinowski 2004). Se
requiere de un plan de muestreo adecuado para analizar
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fail to yield statistical significance in the pairwise AMOVA
(Sinclair and Hobbs 2008). Because of this and given the
genetic variation, we consider that fine-scale sampling and
larger sample sizes are required to detect intermediate
populations.

The demographic analyses suggest a sudden growth for
the gulf population, which could be associated with the for-
mation of the Gulf of California. The formation of the Gulf of
California (Pleistocene, Jacobs et al. 2004) provided new
habitat and propitious conditions. The Pacific population
showed patterns of population stability, but the mismatch dis-
tribution showed a ragged distribution (Fig. 5a), indicating a
population in disequilibrium that is less likely to expand. A
similar distribution has been documented for the Guadalupe
fur seal (Arctocephalus townsendi, Weber et al. 2004), sug-
gesting a substantial loss of genetic variability associated
with a recent population bottleneck. Divergence time studies
using more molecular markers are nevertheless required to
adequately assess the demographic history of both Pacific
angel shark populations.

Our results have implications for the design of manage-
ment and conservation policies because they suggest 2 popu-
lations or stocks for the Pacific angel shark off northwestern
Mexico. The adoption of genetic and evolutionary criteria in
the management of natural resources has led to the recogni-
tion of management units, which represent functionally inde-
pendent populations, or groups of populations, characterized
by low levels of gene flow (Moritz 1994). In this sense, we
suggest that both populations should be considered as sepa-
rate management units. Future stock assessment should be
done separately for each population. In Mexico, however,
tools for legislation (e.g., NOM-029-PESC) do not account
for population or stock structure or population dynamics of
shark resources. An inadequate management strategy can
cause a stock to collapse or lead to local extirpation with eco-
logical and economic consequences (Dulvy and Forrest
2010).

In particular, demographic analyses for the Pacific popu-
lation of S. californica suggests population stability but with
tendency to decline, likely due to the effect of fisheries.
Reported landing data (2003-2015) from Baja California
suggest that Pacific angel shark landings declined by >99%
(Cailliet et al. 2016). This shark species has been heavily
exploited off the western coast of the Baja California
Peninsula (e.g., San Ignacio Lagoon and Magdalena Bay)
over the past 3 decades (mainly in the 1980s and 1990s;
Villavicencio-Garayzar and Abitia-Cardenas 1994, Leet et al.
2001). A recent study of elasmobranch fisheries along the
western coast of the Baja California Peninsula (Ramirez-
Amaro et al. 2013) found that Pacific angel sharks were not
reported in previously known landing areas. It is therefore
necessary to pay attention to the current and future effects of
fishing on the population of S. californica off the western
coast of the Baja California Peninsula.
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correctamente las cuestiones bioldgicas sobre la estructura
genética espacial (Mona et al. 2014). Los tamafios de muestra
pequefios pueden sobreestimar la division de poblacion y
pueden no producir la significacion estadistica en el analisis
de varianza molecular (Sinclair y Hobbs 2008). Por esta
razén y dada la variacion genética, consideramos que se
requieren tamafos de muestra mas grandes y muestreos a una
escala mas fina para detectar poblaciones intermedias.

La historia demografica sugiere un crecimiento repentino
de la poblacion del golfo, que podria estar asociado con la
formacion del golfo de California. La formacion del golfo de
California (Pleistoceno, Jacobs et al. 2004) proporcion6é un
habitat nuevo y condiciones propicias. La poblaciéon del
Pacifico mostr6 un patréon de establidad; sin embargo, el
analisis de la distribucion de diferencias pareadas mostr6 una
distribucion desigual (Fig. 5a), lo cual indica una poblacion
en desequilibrio con menor posibilidad de expansion. Se ha
documentado una distribucion similar para el lobo fino de
Guadalupe Arctocephalus townsendi (Weber et al. 2004), lo
que sugiere una pérdida sustancial de la variabilidad genética
asociada a un cuello de botella poblacional reciente. Se
requieren estudios del tiempo de divergencia usando mas
marcadores moleculares para evaluar adecuadamente la
demografia de ambas poblaciones de S. californica.

Nuestros resultados tienen implicaciones para el disefio
de politicas de gestién y conservacion ya que sugieren 2
poblaciones de S. californica en aguas del noroeste de
Meéxico. La adopcion de criterios genéticos y evolutivos en
el manejo de recursos naturales ha llevado al reconocimiento
de unidades de gestion, que representan poblaciones funcio-
nalmente independientes, o grupos de poblaciones, caracteri-
zados por niveles bajos de flujo génico (Moritz 1994).
Nosotros sugerimos que ambas poblaciones deberian ser
consideradas como unidades de gestion separadas. Futuras
evaluaciones deberian hacerse por separado para cada pobla-
cion. En México, sin embargo, las herramientas legislativas
(e.g., NOM-029-PESC) no toman en cuenta la estructura o
dindmica poblacional de los recursos de tiburones. Una
estrategia de gestion inadecuada puede provocar el colapso
de una poblacion o la extirpacion local con consecuencias
ecologicas y economicas (Dulvy y Forrest 2010).

En particular, la historia demografica de la poblacion de
S. californica del Pacifico sugiere estabilidad poblacional
pero con una tendencia a disminuir, probablemente debido a
los efectos de las pesquerias. Los datos provenientes de los
desembarques (2003—-2015) en Baja California sugieren que
las capturas de S. californica disminuyeron en >99% (Cailliet
et al. 2016). Esta especie ha sido fuertemente explotada en la
costa occidental de la peninsula de Baja California (e.g.,
bahia Magdalena y laguna de San Ignacio) durante las pasa-
das 3 décadas (especialmente en los afios ochenta y noventa;
Villavicencio-Garayzar y Abitia-Cardenas 1994, Leet et al.
2001). Un estudio reciente de las pesquerias de elasmobran-
quios en la costa occidental de la peninsula (Ramirez-Amaro
et al. 2013) document? la ausencia de S. californica en sitios
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de desembarque conocidos. Por lo tanto, es necesario prestar
atencion a los efectos actuales y futuros de la pesca sobre la
poblacion de S. californica en el Pacifico frente a la costa de
la peninsula de Baja California.
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