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DEDICATORIA
Este trabajo de investigacion representa otro grano de arena para aumentar el
conocimiento de la fauna marina presente en aguas del Ecuador, de manera especifica
este proyecto significa un incremento en la informacion sobre stocks poblacionales de
tortugas verde (Chelonia mydas) que se encuentran en el pais. De igual manera, este
trabajo posee como enfoque el impulsar la investigacion y conservacion de todas las
especies de tortugas marinas que surcan y anidan en aguas y playas Ecuatorianas. Por lo

que este proyecto esta dedicado a la conservacion de tortugas marinas en el Ecuador.
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RESUMEN

Secuencias de ADN mitocondrial fueron analizadas para determinar la filogeografia
de las poblaciones de tortuga verde (Chelonia mydas) del Ecuador, en conjunto con la
estructura genética y conectividad interpoblacional de tortuga verde (Chelonia mydas) de
la costa continental del Ecuador y la Isla San Cristobal, Galdpagos. El andlisis de
secuencias junto con haplotipos reportados para la region identificé 9 haplotipos entre 85
individuos pertenecientes a tres agregaciones de forrajeo (Machalilla, Isla de La Plata y
San Cristdbal) y dos colonias reproductivas (Machalilla e Isla de la Plata), indicando que
no existe diferenciacion genética ente grupos presentes en el Ecuador y existe una fuerte
conectividad entre Galapagos y el Ecuador continental. Galapagos posee una composicion
de individuos de mulpiles origenes, y demuestra ser una zona de alta diversidad
haplotipica y el Ecuador continental mantiene la resiliencia de esta diversidad, relaciones
filogenéticas demuestran que la composicion genpetica del Ecuador se encuentra
fraccionada en diferentes clados del Pacifico Tropical Oriental; los cuales poseen
diferente tiempo de origen. Por lo que los procesos de colonizacion en esta region del
Pacifico se dieron de manera mdltiple y ocurrieron a través de tres rutas (Pacifico
Occidental, Pacifico Central/Nororiental y Pacifico Oriental).

Las poblaciones de C. mydas presentes en el Ecuador representan para la diversidad
del Pacifico Oriental centros de diversidad de gran importancia, por lo que se debe
generar informacidn sobre la conectividad entre la region insular y el Ecuador continental,
para realizar un manejo adecuado de esta especie que esta amenazada a causa de
actividades antropogeénicas.



ABSTRACT

Mitochondrial DNA sequences were analysed to define the phylogeography of the
green sea turtle (Chelonia mydas) populations in Ecuador, as well as its genetic structure
and interpopulation connectivity between mainland Ecuador coast and San Cristdba
Island from the Gal&pagos. The analysis of sequences witin combination with previously
reported haplotypes in the region, allowed to identify nine haplotypes among 85
individuals from three foraging aggregations (Machalilla, Isla de La Plata and San
Cristobal) and two nesting colonies (Machalilla and Isla de la Plata). Our results, showed
no genetic differentiation among groups present in Ecuador and a strong connectivity
between Galapagos and mainland Ecuador. Galapagos has a composition of individuals
from multiple origins and shows to be a place with high haplotipic diversity. Phylogenetic
relationships suggested that Ecuadorian genetic composition is fractionated in different
clades from Eastern Tropical Pacific havinf its origins at different time periods. So, we
suggest that the processes of colonization in the Pacific happened in multiple alternative
ways and occurred through three routes (Western Pacific, Central Pacific/North Eastern
Pacific and Eastern Tropical Pacific).

C. mydas populations from Ecuador represents an important pool of diversity in the
Eastern Tropical Pacific. Therefore, more research must be done to generate information
about connectivity between Galdpagos and mainland Ecuador, this allows to conduct a
proper conservationist management of this species that is threatened due to anthropogenic
activities.
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INTRODUCCION

Las tortugas marinas se separaron en un evento independiente de las tortugas
terrestres hace ca.220 millones de afios (Ma) (Figura 1), estos grupos surgieron a partir
de un grupo hermano de los parareptiles (Parham y Pyenson. 2010; Wang et al. 2013).
La tortuga marina verde (Chelonia mydas) aparece como especie ancestral hace ca. 34
Ma (Figura 1), y se ha adaptado a cambios en los niveles ocednicos y cambios
climaticos durante estos periodos (Hamabata et al. 2014). Pese a esto, C. mydas no ha
sufrido cambios drasticos en su morfologia poseyendo una conservacion morfologica
alta y como caracteristica genética una tasa de divergencia baja (Parham y Pyenson.
2010; Wang et al. 2013). Esta especie se distribuye en aguas tropicales y subtropicales a
nivel global, son animales altamente migratorios con un origen evolutivo antiguo e
historia de vida compleja que conlleva habitats tanto terrestres como marinos (Vieyra.
2006, Dutton et al. 2014).

La historia de vida de C. mydas se caracteriza por presentar ciclos de vida que
ocurren en habitats neriticos y pelagicos, neriticos en el desarrollo en mar abierto de
los neonatos Y las rutas de desplazamiento de los adultos; pelagicos cuando juveniles y
adultos se concentran en ecositemas bénticos de forrajeo y reproduccion sobre la
plataforma continental (Jensen. 2010) (Figura 2). Al eclosionar los neonatos (<30 cm
de longitud de caparazén) son dispersados por corrientes oceanicas y pasan los
primeros afios de su vida en una fase pelagica conocida como "afios perdidos”, antes de
su transicion hacia un desarrollo costero y neritico en las zonas de forrajeo antes de
alcanzar un tamafio mayor (ca. 35-40 cm) (Bowen et al. 1992., Dutton et al. 2008.,
Jensen. 2010., Dutton et al. 2014). Los juveniles se desarrollan y movilizan entre zonas
de forrajeo, mientras que los adultos son post-peldgicos y realizan varias migraciones

globales entre las zonas de alimentacion y los sitios de apareamiento (Vieyra. 2006). El
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uso de habitat de las tortugas verdes aun no estd completamente claro; sin embargo,
estudios de telemetria demuestran que su historia de vida es flexible, es decir, no
presentan un tamafio corporal determinado para utilizar habitats neriticos, debido a que
los habitats pelagicos son compartidos por adultos, sub-adultos y juveniles (Nishizawa
and Hayashi. 2015). Ademas, el comportamiento de filopatria hacia las zonas de
reproduccion, en especial en las hembras, se encuentra ampliamanete estudiado
(Roden et al. 2013., Ministerio del Ambiente del Ecuador. 2014) y se cree que la
filopatria se forma debido al periodo de impronta, cuando los neonatos emergen del
nido y se desplazan al mar (Carr. 1980., Vierya. 2006., Jensen. 2010., Ministerio del
Ambiente del Ecuador. 2014).

Las caracteristicas del ciclo de vida forjan las poblaciones de tortugas verdes y
los individuos que las conforman, las poblaciones de C. mydas se pueden definir como
colonias reproductivas ligadas a sitios geograficos especificos (Dutton et al. 2008).
Bajo este parametro, los estudios poblacionales de esta especie se realizan en
diferentes escalas geograficas. En muchas regiones la estructura poblacional y la
historia evolutiva de tortugas verdes no esta completamente clara, en el Pacifico
Oriental ain no se le ha dado suficiente importancia a los patrones de colonizacion y
los factores que han determinado la composicion genética actual de las poblaciones en
la region (Dutton et al. 2014., Hamabata et al. 2014). La mayoria del conocimiento
sobre genética de poblaciones en tortugas marinas verdes es informacion obtenida en
periodos cortos de tiempo enfocados en areas de anidacion (Jensen. 2010). Estas
investigaciones en conjunto con el marcaje, la telemetria y el uso de marcadores
moleculares (ADN mitocondrial) han comprobando los aspectos de filopatria y la
subdivision de poblaciones de acuerdo a su linea maternal (Karl et al. 1992., Roden et

al. 2013). De acuerdo a Jensen (2010) la contribucion mas importante de los estudios
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de genética poblacional es dar a conocer la biologia de las tortugas marinas
confirmando el sitio de origen de adultos reproductivos, y el determinar el origen de
tortugas marinas en sitios de forrajeo y rutas migratorias. Los datos que han arrojado
estudios de composicion genética en sitios de forrajeo, sustentan las hipotesis sobre el
ciclo de vida expuesto para C. mydas (Lahanas et al. 1998). Es decir, las fuerzas que
afectan la dispersion de esta especie son tanto intrinsecas (comportamiento) como
extrinsecas (batimetria, temperatura de la superficie marina y corrientes superficiales)
(Roden et al. 2013., Seminoff et al. 2008). De igual manera, la genética de poblaciones
en C. mydas ha permitido determinar el origen de la composicion haplotipica, y definir
tanto los desplazamientos como las rutas de migracion de individuos hacia otras
regiones; revelando asi los niveles de contribucion genética y conectividad poblacional
entre colonias (Dutton et al. 2014), la comparticion de rutas migratorias y zonas de
alimentacion entre individuos genera la presencia de haplotipos comunes entre
colonias que principalmente se encuentran préximas entre si (Hamabata et al. 2014).
Por otro lado, colonias separadas por distancias de mas de 500 km son genéticamente
diferentes entre si ya que a distancias mayores la probabilidad de comparticion de rutas
de migracion y zonas de alimentacion disminuye. Otro aspecto importante es la baja
diferenciacion genética encontrada entre colonias dentro de una misma regién oceanica
lo cual puede ser explicado por un flujo genético asimétrico (desde el centro de
dispersion hacia distribuciones periféricas) (Hamabata et al.2014), sin embargo, la baja
diferenciacion entre algunas poblaciones puede estar explicada por colonizaciones
histdricas (Hamabata et al. 2014).
En C. mydas existe comparticion de un origen ancestral proximo mas no la
presencia de flujo genético, sustentando el comportamiento filopatrico tanto de hembras

como de machos hacia sus colonias reproductivas (Bowen et al. 1992., Roden et al.
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2013). Esto se observa en individuos que se encuentran en regiones distantes de sus
sitios de desplazamiento y colonias reproductivas, lo que sustenta la hipotesis de la
presencia de caminos potenciales para colonizaciones historicas (Dutton et al. 2008).
Por ejemplo, la composicion haplotipica mitocondrial muestra la presencia de
individuos con origen de Galapagos en el Pacifico Occidental y visceversa, ya que en el
Archipiélago de Galapagos en el Ecuador, se han encontrado individuos con origen
trans-oceanico (Seminoff et al. 2008., Dutton et al 2014., Naro-Maciel et al. 2014).

En el Ecuador, estudios previos de genética de poblaciones del Pacifico reflejan
que existe una alta conectividad y un posible origen en comdn entre colonias de
Galapagos, América Central (Michoacan, Revillagigedos y Costa Rica) y Colombia
(Amorocho et al. 2012., Dutton et al. 2014); esto se sustenta por la presencia de
haplotipos endémicos para la regién y haplotipos divergentes con un posible origen en
comun. Se ha visto que a pesar de que individuos de cada colonia dentro de la region
muestran alta filopatria, la composicion genética es fraccionada y revela indicios de
colonizaciones mdultiples (Dutton et al. 2014). Analisis genéticos sugieren que la
conectividad méas clara se encuentra entre colonias de Costa Rica-Galapagos
incluyendo a los individuos presentes en zonas de descanso y alimentacion en el
Pacifico Colombiano, no ocurre asi en relacion a las colonias de México (Michoacan y
Revillagigedos); por lo que existe evidencia de colonizaciones historicas que muestan
limitacion geografica de individuos originarios en el Pacifico Oriental Tropical
(Amorocho et al. 2012., Dutton et al. 2014).

Estos estudios genéticos mas all4 de dar a conocer el origen y las potenciales
rutas de migracion, permiten identificar impactos y amenazas a poblaciones especificas
de Chelonia mydas al ser definidas como unidades evolutivas de conservacion, por lo

que se puede identificar a poblaciones que se caracterizan por poseer trayectorias
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evolutivas unicas a las cuales se les deba aplicar medidas unicas de conservacion
(Moritz. 1994). Globalmente, C. mydas se encuentra en la categoria de especie
amenazada (IUCN, 2014), a pesar de su amplia distribucion y de que las tortugas
verdes generalmente anidan y forrajean en areas protegidas. Sin embargo, las rutas
migratorias no se encuentran protegidas de la explotacion de recursos marinos
(Seminoff et al. 2008). Entre los principales factores que amenazan a las poblaciones
de Chelonia mydas estan la pesca incidental, depredacion de huevos, degradacion de
las playas, crecimiento de infraestructura en la linea costera, presencia de poblacién
humana y animales domeésticos en areas de anidacion, iluminacién artificial de playas,
contaminacion quimica y desperdicios solidos; asi como eventos naturales vy
ambientales de cambio climético (Ministerio del Ambiente del Ecuador. 2014).

La captura incidental de Chelonia mydas es la actividad que mas amenaza a la
especie, se estima que la captura incidental de tortugas marinas actual esta en alrededor
de 42000 tortugas por afio, de las cuales el 80% de las capturas son de Chelonia mydas
y se estima una tasa de captura de 0.079 individuos por cada 100 anzuelos (Ministerio
del Ambiente del Ecuador. 2014., SWoT. 2014); regiones costeras de Ecuador y Per(
presentan niveles altos de captura directa e indirecta. Esto tiene un gran efecto en las
poblaciones de Galapagos, que vieron una disminucion en la concurrencia de hembras
anidantes entre los afios 2000 al 2006 (Seminoff etl. 2008). En la Reserva Marina de
Galédpagos la incidencia de tortugas marinas con sefiales de choque de bote ha
incrementado; se comprobd que la incidencia de choques varia entre 16-20% siendo
mayor el porcentaje en la época de anidacion (Denkinger et al. 2013). Conocimiento
sobre dispersion oceanica y conectividad entre las agregaciones de forrajeo insulares y
las colonias reproductivas del continente, pueden mostrar las amenazas a las que son

mas susceptibles los individuos dentro de la composicion genética del Ecuador
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(Seminoff et al. 2008). Esta informacion permite enfocar la conservacion en las rutas
migratorias y poblaciones especificas en declive (Seminoff et al. 2008), lo cual es
imporante ya que el estado de las poblaciones de Chelonia mydas refleja la salud y
resiliencia de ecosistemas de pastos marinos y arrecifes de coral (Chaloupka et al.
2008).

En el Ecuador, C. mydas es la Unica especie que anida en el Galapagos y se la
encuentra de forma esporadica en algunos sitios a lo largo de la linea costera. Las
mayores conglomeraciones se dan en la provincia de Manabi (Machalilla e Isla de la
Plata) que son hébitats importantes para la reproduccion, forrajeo y descanso (Pefia-
Mosquera et al. sf) al presentar condiciones Optimas como una alta productividad
(Ministerio del Ambiente del Ecuador. 2007). En Galapagos la reproduccién y
anidacion son seguidas por migraciones limitrofes hacia América Central y América del
Sur en direccién a zonas de forrajeo en Nicaragua y Costa Rica en el noroeste, hacia
Panaméa pasando por islas con zonas de alimentacién y descanso importantes como
Malpelo y Gorgona en Colombia (Seminoff et al. 2008., Amorocho et al. 2012). Se
conoce ademas, que existen individuos residentes del Archipiélago y otros individuos
que se dispersan hacia el Pacifico Occidental al suroeste del Archipiélago
probablemente dirigidos por la Corriente Ecuatorial del Sur y los vientos del Este
(Seminoff et al. 2008., Amorocho et al. 2012., Roden et al. 2013).

Pese a toda esta informacion existente sobre C. mydas, y en especial en el
Ecuador, existen vacios grandes en lo que se refiere a la diversidad de las colonias
reproductivas y de las agregaciones de forrajeo; a la estructura poblacional y a la
historia demografica de estas poblaciones. De igual manera, poco se conoce sobre la
conectividad genética que existe entre las poblaciones de Galapagos y del Continente.

Adicionalmente, no existen analisis poblacionales que incluyan a estas poblaciones
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costeras del Ecuador lo cual limita nuestro conocimiento de, no solo la composicién
genética de estos individuos, pero de las potenciales amenazas para la conservacion de

estos grupos en el Ecuador.

Justificacion

Existe gran deficiencia de informacién sobre las poblaciones de tortuga verde en el
Ecuador continental e insular, los esfuerzos de manejo y conservacion de esta especie
pueden ser mejorados al identificar la composicion genética, conexiones poblacionales
y patrones de desplazamiento existentes. Las poblaciones anidantes y de alimentacion
de tortuga verde se encuentran en peligro a causa de la actividad humana y la
proteccion de la especie es inutil si no se tiene conocimiento de los riesgos que
enfrentan individuos de diversas colonias en las rutas migratorias y las zonas de
alimentacion (Meylan et al. 1990). EIl presente estudio busca determinar 1) la genética
de poblaciones de tortugas verdes (Chelonia mydas) de la costa continental del Ecuador
y de las Islas Galapagos, 2) la conectividad genética entre estas dos regiones del
Ecuador, 3) las afinidades genéticas de las poblaciones del Ecuador con otras colonias
del Pacifico, e 4) inferir las posibles rutas de colonizacién histdricas que dieron origen
a las composicién genética de las poblaciones del Ecuador. Los resultados seran
relevantes para el estatus y la actual conservacion de las poblaciones de tortugas

marinas del Ecuador y del Pacifico Oriental Tropical.
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METODOLOGIA

Area de estudio

El sitio de estudio fue la Isla San Cristobal en el Archipiélago de Galapagos y
el Parque Nacional Machalilla incluyendo la Isla de la Plata (Figuras 4). La Reserva
Marina de Galdpagos esta formada por 19 islas grandes y cientos de islotes, esta
localizada a una distancia ca.1000 Km de la costa continental del Ecuador (Figura 5) y
ofrece un refugio de 138.000 Km? para especies marinas (Seminoff et al. 2008).

El Parque Nacional Machalilla (01°31°S 80°42°0) se encuentra ubicado en el
Ecuador Continental al Sur Oeste de la provincia de Manabi (Figura 4), posee una
extension de 55.095 hectareas terrestres y dos millas maritimas a lo largo de la costa;
se caracteriza por poseer sistemas rocosos Yy arrecifes coralinos (Ministerio del
Ambiente del Ecuador. 2007., Pefia-Mosquera et al., 2009). La Isla de la Plata
(1°16°55”S; 81°3°84”0) (Figura 8) es una isla continental de 14 km? de extensién con
una distancia ca. 40 Km de tierra firme, es histéricamente conocida por la alta
presencia de individuos de Chelonia mydas en sus aguas, especialmente en la Bahia

Drake que posee aguas someras, fondos arenosos y arrecifes rocosos.

Coleccion de muestras
Se contd con muestras de tejido de individuos capturados presentes en
congregaciones de forrajeo de la Isla San Cristdbal, Galapagos (n = 41) provenientes
de cinco localidades en la parte Suroeste de la Isla. Adicionalmente se utilizaron
muestras de individuos pertenecientes a dos colonias de anidacion y forrajeo en el
Ecuador continental (Machalilla e Isla de la Plata, n= 44) contabilizando un total de 85

muestras analizadas.
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Caracterizacion de haplotipos de ADN mitocondrial

Las muestras de tejido de las zonas de forrajeo de San Cristdbal, Galapagos (n =
41) y fueron preservadas en alcohol al 99%. De cada individuo se registraron los tags
de los individuos, la locacion y el sexo. EI ADN mitocondrial (ADNmt) fue extraido
mediante el kit “Qiagen DNeasy® Blood & Tissue Kit (50)” (Qiagen, USA) siguiendo
el protocolo del fabricante (Dutton et al. 2008., Amorocho et al. 2012., Dutton et al.
2014). La calidad y cantidad de ADNmt fue medida con NANODROP 1000
(ThermoScientific) (Crawford et al. 2015), verificada mediante gel de agarosa al 1% y
visualizada con el uso de SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen) vy
fotodocumentador Biorad Gel Doc XR (BIORAD).

La amplificacion se realizd mediante PCR utilizando los primers homaologos
LTEi9 (5“GAATAATCAAAAGAGAAGG3®) y H950
(5“GTCTCGGATTTAGGGGTTT3") (Abreu-Grobois et al. 2006). Estos primers
amplifican una secuencia de ca.832 pares de bases (pb) del extremo 5 de la region
control de ADN mitocondrial (Figura 5) (Jensen. 2010., Dutton et al. 2013) y la
implementacidn de secuencias largas permiten dar una nueva resolucion a haplotipos
previamente reportados (Jensen. 2010). Los extremos de las secuencias amplificadas
fueron cortados para estandarizar las alineaciones con las secuencias de Machalilla y
La Plata de ca.679 pb.

La amplificacion PCR fue establecida para una reaccion entre 25-50 ul, la
cantidad de template de ADN y programacion de termociclador variariaron segun las
cantidades y calidades de ADNmt presente en cada muestra; la reaccion de PCR
contuvo 1X buffer de reaccion, 0.25 mM de cada dNTP, 1.5 mM MgCl,, 10 uM de
cada primer “forward” y “reverse”, 1.25 U de Taq polimerasa y alrededor de 40 ng de

template (Tabla 1) (Jensen. 2010). La amplificacién se realizé con un termociclador T
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Personal Thermocycler (Biometra) programado para un paso inicial de
desnaturalizacion a 94-96°C por 3 min, seguido de 35-45 ciclos por 30s a 94-96°C
(desnaturalizacién), 30s a 55°C (annealing), 1:30 min a 72°C (extension), 10 min a
72°C (elongacion) y un paso final de conservacion de tiempo indefinido a 4°C (Tabla
2).

Los productos de PCR fueron comprobados por la presencia de las bandas de
amplificacion esperadas, visualizadas en un gel de agarosa al 1% utilizando 3 pl de
producto PCR tefiido con SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen). Los geles fueron
revelados en el fotodocumentador Biorad Gel Doc XR (BIORAD) y las muestras que
amplificaron correctamente fueron purificadas siguiendo el protocolo ExoSap al 20%
(ExoStar) que consiste de 1 ciclo de: 30 min-37°C, 15 min 80°C y 4°C finales, para ser
finalmente enviadas a secuenciar.

La secuenciacion tanto “forward” como “reverse” se llevdo a cabo mediante
Macrogen, Inc (USA) vy las secuencias resultantes fueron compiladas como archivos
FASTA (Crawford et al. 2015), a través de los softwares Geneious v. 8.0.5 y Mega v.
6.06 en conjunto con las secuencias del Ecuador continental. Todas las secuencias
fueron alineadas mediante la opcion Clustal W (Jensen. 2010) y comparadas con
haplotipos de secuencias largas de Chelonia mydas pertenecientes a distintas regiones
del Pacifico (Anexo 1) (Dethmers et al. 2010., Dutton et al. 2014).

Comparaciones con los softwares DNA Sequence Polymorphism v. 5 vy
ARLEQUIN v. 3.5.1.2 permitieron clasificar los haplotipos presentes en Galapagos y
en las poblaciones de anidacion y forrajeo del Ecuador continental con aquellos
haplotipos reportados previamente para el Pacifico, identificando el nimero de

individuos que presentan el haplotipo y el sitio en que fue encontrado (Tabla 3); los
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haplotipos que no han sido reprotados fueron denominados temporalmente como

Hap#.

Anélisis molecular

La diversidad genética fue medida utilizando estimaciones de diversidad de
haplotipos (Hb) y nucleétidos (z) mediante el software ARLEQUIN v. 3.5.1.2, Hb se
estimo en base a la teoria neutral de Nei y # mediante el modelo de Tamura y Nei
(Jensen. 2010., Dutton et al. 2014). El indice de Hb toma en cuenta el nimero de
haplotipos dentro de una poblacion con su frecuencia y z considera el nimero de
mutaciones entre haplotipos (Jensen. 2010). Estimaciones para ambas medidas de
diversidad van de 0 a 1, un nivel alto Hb indica una alta diversidad y un nivel alto =
indica que los haplotipos de una poblacion son divergentes o pertenecen a sitios de
origen diferentes (Jensen. 2010). Una prueba x2 entre las frecuencias haplotipicas
permitié determinar los cambios en las frecuencias entre grupos poblacionales.

Una prueba AMOVA después de 10000 permutaciones al azar con el software
ARLEQUIN v. 3.5.1.2 determind la diferenciacién genética en base a la variabilidad
genética encontrada (Dethmers et al. 2006., Jensen. 2010., Dethmers et al. 2010.,

Dutton et al. 2014), utilizando valores comparativos pairwise de estadisticos F

convencionales [®ST(entre poblaciones)s ®SC(gentro de grupos ) y
®Ct(grupos entre poblaciones)- Para esto se generaron grupos artificiales basados en la
distribucion geografica, y en el ciclo de vida de C. mydas: [Anidacion Machalilla
(AC), Anidacion Isla de la Plata (Al), Forrajeo Continente (FC+FI) y Forrajeo
Galapagos (FGal)] con los que se realizan combinaciones que comprueben la
diferencia genética. Los estadisticos F van de 0-1 y la intrepretacion de estos valores

es: de 0.0-0.05 nivel bajo de diferenciacion genética, 0.05-0.15 diferenciacion genética
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moderada, 0.15-0.25 diferenciacion genética considerable y a partir de 0.25 una
diferenciacion genética grande (Wright. 1978).

Se generod un network parsimonico de haplotipos mediante los software TCS v.
1.2.2 y ARLEQUIN v. 3.5.1.2 (Dutton et al. 2014) para determinar patrones de
variacion de acuerdo a la distancia entre haplotipos, por ultimo se construyd una
relacion filogenética con inferencia Bayesiana entre haplotipos reportados por Dutton
et al (2014) para el Pacifico; con aquellos encontrados en este estudio mediante el
programa MrBayes v. 3.2 con el analisis Markov Chain Monte Carlo (mcmc) (Chaves
et al. 2007).

El analisis se evalud usnado el modelo de evolucion [GTR + | + G (freq. A=
0.3320; freq. C =0.2140; freg. G =0.1408; freq. T =0.3132)] y parametro de forma de
distribucion (gamma= 0.1640) obtenido por Jmodeltest (Dutton et al. 2014). El
analusis filogenético se corrié usando 2 millones de generaciones generarndo 1000
arboles de los cuales se descartaron los primeros 500 arboles (Chaves et al. 2007).

Ademas se corrid un analisis paralelo para determinar el tiempo de divergencia
de los clados encontrados. Para esto se utlizaron las misma secuencias que el analisis
anterior utilizando BEAST v. 1.7.5. Este analisis se corri6 por 5 millones de
generaciones, usando un reloj molecular estricto de 0.01751 subs/sitio/Ma y un arbol
aleatorio inicial (tree prior speciation: yule process) (Dutton et al. 2014). Todos los
andlisis filogeneticos utilizaron a Natator depressus (GenBank acc. No. U40662)
como grupo externo. Los valores de probabilidad generados por BEAST fueron
evaluados por el software TRACER v. 1.5 (Dutton et al. 2014), hasta obtener valores
ESS > 200. Los arboles resultantes fueron condensados en TREEANNOTATOR

(Patricio et al. 2012) y editados en FIGTREE v. 1.4.0 (Patricio et al. 2012). Solo se
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presentaron resultados correspondientes a clados con una probabilidad superiores o

igual a 95% (Chaves et al. 2007).
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RESULTADOS
En las siguientes secciones de resultados y discusion las agregaciones de
anidacion y forrajeo se tratan por separado, sin embargo las congregaciones forrajeo de
Machalilla y la Isla de Plata se consideran como una sola unidad en comparacion a la
agregacion de forrajeo de San Cristobal, Galapagos debido a que Machalilla y la Isla

de la Plata solo se encuentran separadas por una distancia de 40 Km.

Diversidad genética de las colonias reproductivas y de las agregaciones de forrajeo

Las secuencias analizadas de la region control de ADNmt pertenecientes a
colonias de anidacion en el Ecuador continental Machalilla (AC) e Isla de la Plata (Al)
poseen dos y tres sitios polimoérficos respectivamente (Tabla 4). Existen tres
haplotipos para AC y cuatro para Al; Al presenta un haplotipo Unico que no se
encuentra compartido (Anexo 1). Hb fue alto en ambas colonias, mientras que z fue
baja y similar entre Machalilla e Isla de la Plata (Tabla 4); las frecuencias haplotipicas
de AC y Al se encuentran resumidas en la Tabla 5 y las dos colonias reproductivas
demostraron una diferencia baja de frecuencias haplotipicas que no fue significativa
(2 =0.910, p = 0.8230).

Las secuencias de las tres agregaciones de forrajeo de Machalilla (FC), Isla de
la Plata (FI) y Galdpagos (FGal) poseen dos, tres y 39 sitios polimérficos,
respectivamente Tabla 4); FC presenta tres haplotipos, FI cuatro haplotipos y FGal
ocho haplotipos; las tres agregaciones de forrajeo muestran un Hb alto pero un z bajo
(Tabla 4), siendo la agregacion FGal la mas diversa. Entre las agregaciones de forrajeo
de FC y FI solo dos haplotipos se encuentran compartidos (Anexo 1), mientras que
entre FGal y FC existen tres haplotipos compartidos al igual que entre FGal y FI
(Anexo 1); FI presento un haplotipo Unico y por su parte FGal posee cuatro haplotipos

unicos, de los cuales los haplotipos Hap8 y Hap9 se determinaron como haplotipos
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nuevos. Las frecuencias haplotipicas se observan en la (Tabla 5) y existe diferencia de
estas entre FGal y FC + FI (y2 = 13.465, p = 0.09); sin embargo, ésta no fue
significativa.

En cuanto a la conectividad genética, la mayor comparticion de haplotipos se
da entre FGal y Al (Anexo 1); sin embargo, existe una diferencia entre las frecuencias
de sus haplotipos (x2 = 7.089, p = 0.4196) que no es significativa. Por otro lado FGal y
AC comparten tres haplotipos (Anexo 1) y la diferencia entre la frecuencia de sus
haplotipos es baja y no es significativa (2 = 2.881, p = 0.8958). La comparticién de
haplotipos entre la agregacion de forrajeo FC y AC es solo de dos haplotipos, mientras
que entre FC y Al son tres haplotipos; por ultimo entre FI y AC existen tres haplotipos
en comudn y entre Fl y Al también se determinaron tres haplotipos comunes (Anexo 1).
La diferencia de las frecuencias entre [FC+FI] y AC es baja y no es significativa (x2 =
2.966, p = 0.5635). La diferencia de las frecuencias haplotipicas entre [FC+FI] y Al
muestra una mayor diferencia en la frecuencia de haplotipos pero tampoco se muestra

una diferencia significativa (32 = 6.999, p = 0.1359).

Estructura genética poblacional

La combinacion [Ecuador] para determinar la diferencia genética de todos los
grupos de este estudio muestra una diferenciacion moderada (@Ct= 0.0583); sin
embargo, el porcentaje que explica la variacion encontrada en la poblacion del Ecuador
es considerablemente bajo 5.83% (Tabla 6). Las comparaciones de grupos realizadas en
la combinacion [FGal] [Mach] revelan que no existe diferenciacion genética
significativa entre Galapagos y Machalilla (Tabla 6). Pese a que el nivel de
diferenciacion encontrado entre grupos (@Cr) en esta comparacion es el mas alto

comparado con el resto de las diferentes configuraciones, el porcentaje que explica la
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variacion encontrada entre la region insular y el Ecuador continental es baja 16.78%
(Tabla 6).

El grado de diferenciacidn genética entre las colonias de anidacion continentales
con las agregaciones de forrajeo [A][F] revel6 una baja diferenciacion genética para
todas las comparaciones todas no significativas (Tabla 6) y el porcentaje que explica la
variacion existente es extremadamente bajo (0.47%; Tabla 6). Por ultimo, la
combinacion de toos los grupos artificiales por separado [AC][AI][FC+FI][FGal] no fue
significativa en ninguna comparacién grupal y el porcentaje de variacion explicada para
estas divisiones poblacionales es de apenas 12.51% (Tabla 6).

La red de haplotipos o Minimum Spanning Network sustenta la falta de
diferencia genética encontrada entre los grupos que componen las poblaciones del
Ecuador (Figura 6). La red revela la conectividad entre Galapagos y el Ecuador
continental al poseer los mismos haplotipos en ambas regiones, ademas de conexiones
entre todos ellos de apenas una o dos pares de bases (Figura 6). Por otro lado, la red
también recuper6 una alta divergencia de un haplotipo presente en Galapagos
caracteristico del Pacifico Occidental (CmP97.1) el cual presenta una diferencia

considerable de 32 pb (Figura 6).

Analisis filogenético e historia demogréfica
El arbol de relacion filogenética Bayesiana calibrado temporalmente en
BEAST, muestra una division de dos clados con probabilidades posteriores (PP) de 1.0
(Figuras 7 y 8). Estos corresponden a los clados que contienen haplotipos del Pacifico
Central/Oriental (Sub-clados 1-V) y del Pacifico Occidental los cuales se separaron
hace ca. 0.7949 Ma (95% HPD) (Figuras 11 y 12). El clado de los haplotipos del
Pacifico Central/Oriental se divide en dos clados con una probabilidad posterior

Bayesiana de 0.9 (Figuras 7 y 8) revelando la separacion de los haplotipos del Pacifico
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Central-Nororiental (Sub-clados | y 1l: Hawaii y Baja California) y los del Pacifico
Oriental Tropical (Sub-clados 11, 1V y V: Michoacan, Revillagigedos, Costa Rica,
Colombia y Ecuador) hace ca. 0.4891 Ma (95% HPD) (Figuras 9 y 10). El clado
perteneciente al Pacifico Oriental Tropical (Sub-clados IlI, IV y V) es el clado méas
antiguo al formarse hace ca. 0.4451 Ma en comparacion al clado del Pacifico Cental-
Nororiental (Sub-clado 1) que se formo hace ca. 0.3946 Ma (95% HPD) (Figuras 9 y
10). Estas aproximaciones de tiempo de origen estan sujetas a errores por lo que hay
que tomar estos resultados con precaucion al momento de apoyarse en ellos. Con estos
antecedentes, estas fechas propuestas sugieren que existieron tres posibles rutas a
través de las cuales Chelonia mydas se disperso en el Pacifico (Pacifico Occidental,
Pacifico Central-Nororiental y Pacifico Oriental).

El clado del Pacifico Oriental Tropical por otro lado, se divide en tres
subclados (I, 1V y V) los cuales presentan haplotipos originarios del Ecuador
previamente reportados, haplotipos nuevos reportados por primera vez, haplotipos
presentes en multiples colonias de la region, haplotipos originarios del Pacifico
Occidental, y haplotipos reportados anteriormente para Galapagos pero que no fueron
encontrados en este estudio (Figura 9). Esta division indica que las poblaciones del
Ecuador poseen una composicién genética fraccionada presente en tres clados
independientes. De estos subclados, dos poseen una probabilidad posterior Bayesiana
significativa (111 y V) (Figuras 7 y 8) y el origen de cada clado es variable (Figuras 9 y
10) lo que refleja que colonizaciones multiples dieron forma a la composicion

genetica del Ecuador mediante procesos que se dieron en diferentes épocas.



30

DISCUSION

Estructura genética poblacional

En el Ecuador no existen diferencias significativas en la distribucion genética de
los grupos estudiados. Los resultados sugieren una alta conectividad entre las colonias y
agregaciones del Ecuador continental con la agregacion de forrajeo de la Isla San
Cristdbal indica. Investigaciones anteriores indicaron que las poblaciones reproductivas
de Galdpagos muestran cierto grado de diferenciacion genética (Fst= 0.418), (Fst=
0.258) y (Fst= 0.217) con respecto a las colonias de Hawaii, Revillagigedo (México) y
Michoacan (México) (Seminoff. 2003., Roden et al, 2013., Dutton et al. 2013). Sin
embargo, la estructura poblacional entre Galdpagos y el Ecuador Continental presentada
en este estudio es similar; como se esperaria encontrar entre poblaciones cercanas y/o
con una separacion historica reciente, lo cual esta sustentado por el rango teérico de los
estadisticos F y las pruebas comparativas AMOVA (Tabla 6) obtenidas.

Los indices de diversidad también indican que en las Galapagos concurren
individuos pertenecientes a diferentes regiones del Pacifico (Tabla 5). EI mayor nimero
de los haplotipos dentro del Ecuador son endémicos reflejando la alta diversidad Hb
encontrada especialmente para Galapagos coincidiendo con estudios anteriores (Dutton
et al. 2014). A pesar de que se incrementaron los sitios de muestreo en el Ecuador
continental, no se encontré diferencia en Hb en comparacion a estudios pasados
enfocados solo en Galapagos; probablemente debido a que la cantidad de haplotipos
encontrados en Galapagos es superior a otras locaciones (Roden et al. 2013., Dutton et
al. 2014), revelando las conexiones existentes con el Ecuador continental. Los bajos
niveles de z tanto para Galapagos y el Ecuador continental sugieren que son
poblaciones recientes, generadas a partir de multiples eventos de colonizacion que aun

mantienen una estrecha conectividad entre si (Roden et al. 2013).
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A pesar de que las agregaciones de forrajeo no estan compuestas estrictamente
por individuos cuyo origen se encuentra adyacente al sitio de la agregacion (Jensen,
2010), las agregaciones de forrajeo y anidacion en el Ecuador son genéticamente
similares ya que comparten muchos haplotipos (Anexo 2). La diferenciacion
inexistente no varia aungue existan cambios en el tamafio de muestra o en la resolucion
del marcador, ya que los haplotipos compartidos en su mayoria son originarios de
Galapagos y presentan frecuencias homogéneas en casi todos los sitios muestreados
(Tabla 5). Probablemente se necesite muestrear mas colonias debido a la posible
composicién haplotipica de éstas y es posible que debido a este factor se encontraron
haplotipos huérfanos (Jensen. 2010., Dutton et al. 2014).

La falta de diferencia genética puede ser causa del activo desplazamiento de
individuos de Galapagos hacia el Continente, aunque la telemetria muestra una baja
movilizacion entre la region insular y el el Ecuador continental (Figura 3);
posiblemente debido a que no existen temperaturas Optimas en la superficie oceanica
para desplazamientos (Seminoff. 2003., Seminoff et al. 2008). Al parecer, las rutas
migratorias hacia América del Sur representan un costo de energia, lo que reduce las
posibilidades de conectividad (Seminoff et al. 2008). Es probable que uno de los
motivos historicos de la conectividad Ecuador-Galapagos sea el “upwelling”
incrementando la disponibilidad de nutrientes, caracteristica prevaleciente en la costa
continental la influencia de corriente fria de Pert (Seminoff et al. 2008). De igual
manera, C.mydas de Galapagos muestra tolerancia hacia cambios de temperatura del
agua como adaptacion durante periodos de inter-anidacion (Seminorff et al. 2008.,
Amorocho et al. 2012), lo que facilitaria la conectividad y encontrada entre Galapagos

y el Ecuador continental.
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La red de haplotipos (Figura 6) revela que los haplotipos del Pacifico
Occidental se encuentran distantes a los haplotipos del Pacifico Oriental. El haplotipo
CmP97.1 perteneciente al atolon de Palmyra en la Polonesia Frances, Pacifico
Occidental se encontrd presente en agregaciones de forrageo de Galapagos y difiere en
32 pb con el haplotipo mas cercano del Pacifico Oriental (Figura 6). Por otro lado, el
haplotipo huérfano Hap9 presentan una red con diferencias de sustitucion de 2 pb,
mientras que los haplotipos restantes presentan una sustituciones de 1 pb entre ellos
(Figura 6), lo cual sustenta la composicion genética fraccionada de la regién (Dutton et

al. 2014).

Relacion filogenética
Los arboles bayesianos de haplotipos reportados previamente en el Pacifico con
aquellos encontrados en este estudio sugieren que el Pacifico Central/Oriental esta
compuesto por dos clados monofiléticos (Pacifico Central-Nororiental-PCN; sub-
Clados | y Il, y Pacifico Oriental Tropical; Sub-clados I, IV y V) (Figuras 7-9).
Individuos de Galapagos y del Ecuador continental se encuentran en maltiples regiones
del Pacifico Oriental Tropical y esto refleja que las relaciones filogenéticas en esta
region son complejas como resultado de posibles colonizaciones multiples (Dutton et
al. 2014., Hamabata et al. 2014). Este patron muy evidente con los haplotipos de
Galapagos que difieren en su relacion filogenética y tiempo de origen (Figura 9). Se
encontré un clado exclusivo para las Islas Galapagos (Sub-clado V) conteniendo
haplotipos huérfanos los cuales no han sido reprotados previamente. Estos resultados
nos sugieren que los haplotipos huérfanos Hap8 y Hap9 podrian pertencer a colonias
de anidacion dentro del Archipiélago de Galapagos que aun no ha sido reportada. Sin
embargo es importante acotar que estos haplotipos presentes en agregaciones de

forrajeo no necesariamente poseen sus colonias de origen adyacentes (Jensen. 2010).
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Tanto la composicion genética encontrada en el Ecuador como la relacion filogenética
de los haplotipos reprotados en este estudio, sustentan la estrecha relacion entre
colonias de Galdpagos y Costa Rica; mientras que revela un grado de diferenciacion
genetica entre colonias del Pacifico Oriental Tropical con aquellas colonias del
Pacifico Nororiental (México) y el Pacifico Oriental (Hawaii) que muestran otros
estudios (Dutton et al. 2014). De acuerdo a Dutton et al. (2014), esto se debe a la
barrera del Pacifico Oriental entre la zona del Pacifico Oriental tropical y Pacifico
Central/Nororiental; generado por la expansion de profundidad oceéanica que separa
estas zonas la cual se ha demostrado limita la dispersion y explica los patrones
filogeogréficos. Por lo que, la principal caracteristica observada en este y otros
estudios es una mezcla de individuos de Ecuador, Costa Rica y México en los sitios de
alimentacion; los cuales poseen colonias segregadas por filopatria (Dutton et al. 2014).
Las poblaciones de Ecuador al presentar individuos con haplotipos distribuidos en
varios clados monofileticos, presentan varias posibles hipétesis para su origen y

conectividad con otras poblaciones a lo largo del Pacifico Oriental Tropical.

Origen y rutas

Existen tres posibles rutas que dieron origen a la estructura genética que
presentan diferentes regiones del Pacifico en la actualidad, estas posibles rutas estan
sustentadas en base a diferentes teorias expuestas en investigaciones previas. De
acuerdo a Hamabata et al (2014) el origen de los haplotipos en latitudes altas proviene
de regiones proximas a la linea ecuatorial mediante eventos de colonizacion y
aislamiento. Esta patron se ve reflejado en los haplotipos del Pacifico Tropical
Oriental, los cuales poseen un origen mas antiguo (ca. 0.4451 Ma) en comparacion a

los haplotipos del Pacifico Central/Nororiental (ca. 0.3943 Ma) (Figuras 9 y 10).
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Por otro lado, los hallazgos de Dutton et al. (2014) sugieren que las colonias
reproductivas de Chelonia mydas presentes en el Pacifico Oriental fueron colonizadas
a partir de hembras con origen en el Pacifico Occidental. Es asi que sugiere que la via
de colonizacion se di6¢ siguiendo la ruta del Pacifico Central/Nororiental, donde las
Islas Revillagigedo son un anclaje para la radiacion de tortugas verdes que provenian
de el Archipiélago de Hawaii hacia el Pacifico Oriental Tropical (Dutton et al. 2014).
De esto, se sugiere a Hawaii y Revillagigedo como fuentes de diversidad. El patrén de
colonizacién sugerido en este estudio concuerda con la presencia de maultiples
colonizaciones en diferentes direcciones; mas no en una sola direccion como expone la
teoria de Hamabata et al. (2014).

El presente estudio sugiere que los haplotipos con diversos origenes en el
Pacifico Oriental poseen tiempos de origen variables y, contrario a Dutton et al (2014),
se observa un patrén de colonizacion desde el Pacifico Occidental hacia el Pacifico
Oriental mediante Galdpagos como punto de dispersion. Esta posible ruta esta
sustentada por el tiempo de origen, la alta diversidad haplotipica encontrada en
Galapagos, Y a la presencia de haplotipos con origen en el Ecuador en diversos clados
del Pacifico Oriental Tropical. Se comprobd al haplotipo CmP4.1 como dominante en
el Pacifico Oriental, no por la cantidad de individuos con el haplotipos, si no por ser el
haplotipo que esta mas emparentado con otros haplotipos (Figura 6) (Dutton et al.
2014) y se establecié a Galapagos como un centro de acumulacion de haplotipos
compartidos y como una fuente de haplotipos para otras colonias en todo el Pacifico

Usando estas estimaciones moleculares en combinacion con eventos
geograficos, nos permite determinar las potenciales rutas de las colonizaciones
histéricas de Chelonia mydas en el Pacifico (Luzieux et al. 2006). Por ejemplo, las

caracteristicas historicas de las corrientes marinas antes especificadas, la edad de San



35

Cristobal ca. 2.3-6.3 (Ma) y la edad de estabilizacion del suelo marino continental del
Ecuador ca.10 (Ma) de la cresta de Carnige con la placa de Nazca (Luzieux et al.
2006), nos muestra que estas caracteristicas biogreograficas del Pacifico se dieron
antes de la formacion de relaciones filogenéticas de C. mydas (Figura 9 y 10); por lo
que la mayor explicacion para los patrones de rutas de colonizacion son los
desplazamientos sucitados en los periodos glaciares e inter-glaciares en épocas paleo-
ocednicas de acuerdo a la teoria de Hamabata et al. (2014). Es posible que las rutas de
colonizacion en el Pacifico Oriental tuvieran diversas direcciones, debido al alto
fraccionamiento de haplotipos; sin embargo, también es probable que existan
colonizaciones recientes y que las colonizaciones se generen constantemente, lo que
sustenta la composicion haplotipica y las frecuencias encontadas a nivel regional en
este estudio y en estudios anteriores (Jensen. 2010., Dutton et al. 2014).
Probablemente, los haplotipos precursores (CmP3) (Dutton et al. 2014); dieron origen
a los clados del Pacifico Occidental y Oriental hace ca. 0.79 Ma (Figura 9 y 10). Pese
que es complicado inferir cual fue el punto de origen, se piensa que los cambios
climaticos pudieron influenciar en la dispersién de individuos de C.mydas hacia zonas
ecuatoriales identificadas como sitios de refugio (Hamabata et al. 2014).
Adicionalmente, se cree que los individuos ayudados por las corrientes marinas y los
factores fisico-quimicos (i.e., batimetria y temperatura superficial del agua),
permitieron a las colonias establecerse en nuevas areas (Seminoff et al. 2008.,
Hamabata et al. 2014, Dutton et al. 2014).

Por otro lado, estudios realizados en Australasia demostraron que dos colonias
reproductivas separadas por ca. 240 Km latitudinales de Norte a Sur son genéticamente
diferentes, mientras que una colonia presente a ca. 190 Km hacia el Oeste fue similar

(Jensen. 2010). Esto puede indicar que el intercambio genético de poblaciones no
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ubicadas en las cercanias de placas continentales es un proceso dinamico, influenciado
no solo por la distancia sino también por la ubicacion geografica. Adicionalmente, esto
sugiere que uno de los factores selectivos de los individuos de C. mydas hacia sus
sitios de origen y forrajeo podria esta relacionado con la posicion latitudinal mas no

longitudinal de los sitios de reproduccién.

Implicaciones en la conservacion

Este estudio muestra que poblaciones del Pacifico Oriental Tropical son una unidad de
conservacion relativamente grande la cual se subdivide en tres unidades (Moritz. 1994.,
Dutton et al. 2014). Los grupos de Galapagos y el Ecuador continental revelaron estar
emparentadas entre ellos, y con individuos de Costa Rica, Panama y México; por lo que
los haplotipos del Ecuador son importantes contribuidores para la diversidad genetica
del Pacifico Oriental Tropical. En Ecuador las poblaciones de Chelonia mydas como
grupo no se encuentran aisladas ya que los individuos del Ecuador se consideran como
parte de la unidad de manejo del Pacifico Oriental Tropical donde existe la
comparticién de algunos haplotipos en comuin; sin embargo, las colonias de Galapagos
se consideran una unidad de manejo imporante debido a su alta diversidad (Dutton et al.
2014) y estas en relacion al Ecuador continental son una sola poblacion.,

Es asi, que resulta indispensable proteger a estas poblaciones a nivel local para
contribuir con la diversidad del Pacifico; principalmente si agregaciones de forrajeo de
Galépagos reciben a individuos de diferentes colonias incluyendo aquellas del Pacifico
Occidental. Este estudio muestra que se debe conservar las agregaciones de forrajeo
tanto de Galapagos como del Ecuador continental, ya que éstas posiblemente se forman
de individuos de colonias reproductivas que pueden estar pasando por declives
poblacionales; de igual manera, se necesita hacer un esfuerzo de conservacion en las

colonias reproductivas y agregaciones de forrajeo del Ecuador continental, no solo
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porque son fuentes poblacionales que contribuyen con la estructura genética de
Galapagos si no también por mantienen la resiliencia de las poblaciones originarias del
Ecuador, debido a comparticion alta de haplotipos presentes en el Archipiélago

Es importante realizar este tipo de estudios, tomando en cuenta todas las
colonias reproductivas presentes en el pais. Como Jensen (2010) menciona, el tamafio
de la muestra es irrelevante en la determinacién de la composicién y estructura genética
al comparar con el poder de resolucion al contar con todas las colonias reproductivas.
Esto se da ya que haplotipos huérfanos que poseen origen local pueden ser mal
interpretados como nuevos, asi como la diversidad en general de la unidad de manejo

puede reflejar solo una parte de la informacion.
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CONCLUSIONES

La tortuga marina verde, Chelonia mydas, se encuentra en la categoria de
especie amenazada de acuerdo a la lista de la IJUCN (2009), en el Ecuador las tortugas
verdes enfrentan varias amenzas a causa de actividades antropogenicas (Ministerio de
Ambiente de Ecuador. 2007., Ministerio de Ambiente de Ecuador. 2014). EI proposito
de este estudio fue definir la composicion genética y la conectividad entre tortugas
verdes del Ecuador continental y las Islas Galapagos, con la finalidad de determinar las
relaciones filogenéticas de estas poblaciones con el Pacifico e inferir sobre las posibles
vias de colonizacidn historica en la region. Mediante este estudio se buscd aumentar la
informacidn sobre las poblaciones de tortugas del Ecuador para que se realice un mejor
manejo de la especie.

En total, se encontraron nueve haplotipos en el Ecuador continental y la
agregacion de forrajeo de Galapagos (dos haplotipos nuevos para Galapagos y cuatro
haplotipos nuevos para el Ecuador continental. Tomando en cuenta la diversidad
genética, las Islas Galapagos poseen una diversidad alta de haplotipos. Sin embargo,
su diversidad nucleédtida interna demuestra que la poblacion de Galapagos es bastante
similar, revelando la conectividad existente entre Galapagos y el Ecuador continental;
asi como la conectividad con otras regiones del Pacifico. Este estudio demostro que las
migraciones desde Galdpagos hacia el continente y visceversa que se pensaba no
tenian una gran magnitud (Seminoff et al. 2008., Dutton et al. 2014), representa una
ruta migratoria importante entre colonias reproductivas y agregaciones de forrajeo
dentro del Ecuador y dentro del Pacifico Oriental Tropical.

Las poblaciones de C. mydas del Ecuador no estan aisladas y se confirmar la

influencia de multiples colonias en el pais en especial en las islas Galapagos. La
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mayoria de haplotipos presentes en el Ecuador y la conformacion de los subclados
revelan que la poblacion del Ecuador tiene una alta conectividad con diferentes
colonias del Pacifico Oriental. Las relaciones filogenéticas sugieren que ocurrio
colonizacién de individuos mediante tres diferentes rutas (Pacifico Occidental,
Pacifico Central-Nororiental y el Pacifico Oriental) donde Galapagos probablemente
representd un centro de dispersion importante debido a su diversidad alta, y la
presencia de haplotipos de Galapagos en diferentes subclados geograficos del Pacifico
con diferente época de origen revela mutliples colonizaciones a través del tiempo
dentro del Pacifico Oriental (Dutton et al. 2014).

De este modo, las poblaciones de Chelonia mydas del Ecuador deben
considerarse como unidades de manejo independientes y su conservacion es
importante para mantener la retroalimentacién genética entre Galapagos y Ecuador
continental, y ain mas importante, mantener uno de los centros de diversidad de la

especie dentro del Pacifico Oriental.
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TABLAS

Tabla 1: Concentracién de reactivos para la reaccion PCR

Reactivo Concentracion
Buffer 1X

dNTPs 0.25 mM cl/u
MgClI2 1.5 mM
Primers F & R 10 uL c/u

Taq 125U
Template 40 ng

Tabla 2: Programacion de termociclador para la amplificacion de 832 pares de
bases de la secuencia de ADN mitocondrial con los primers LTEiI9 y H950-H950g.

94-96°C | 3 min Desnaturalizacién Inicial
94-96°C | 30s 35-45 Desnaturalizacion
ciclos
55°C 30s 35-45 Annealing
ciclos
72°C 1:30 min | 35-45 Extension
ciclos
72°C 10 min Elongacion
4°C

Tabla 3: Determinacion del numero de individuos para cada haplotipo
reportado en estudio segln la colonia de anidacion y agregacion de forrajeo presentes
en el Ecuador.
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i La .
Haplotipos ACaE]Ii\gztc:?gril)lla- ?:a(ta- FC ]Eg/lr?;halllla- FI (La Plata- FGalapagos
anidacién) jeo) forrajeo)

Hapl/CmP93.1 2 4 3 . =
Hap2/CmP4.4 0 2 1 . )
Hap3/CmP4.1 1 9 . ) i
Hap4/CmP4.7 2 5 0 ) i

Hap5/CmP24.1 0 0 0 , :

Hap6/CmP97.1 0 0 0 . .

Hap7/CmP17.1 0 0 0 . ;
Hap8/orphan 0 0 0 . .
Hap9/orphan 0 0 0 0 )

Total 5 13 S - -

Tabla 4: Resumen de la diversidad de ADN mitocondrial de muestras de
colonias de anidacion y agregaciones de forrajeo de Chelonia mydas en Ecuador.

Poblacién Tamafio de la Hanlotinos Sitios Sévféf;dﬁ% Diversidad
Muestra plotip Polimorficos FEHb)p Nucleotidica ()
. Anidantes 5 3 2 0.8+0.16 0.002 £ 0.0004
Machalilla .
Forrajeo 9 3 2 0.64 +0.13 0.00108 + 0.0003
Anidantes 13 4 3 0.77 £ 0.07 0.0018 + 0.0002
Isla de la Plata .
Forrajeo 17 4 3 0.72+0.08 0.00157+ 0.0013
Galapagos Is, San Cristobal Forrajeo 41 8 39 0.8+0.03 0.015 + 0.00027

Valores con su desviacén estandar +
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Tabla 5: Estimaciones de las frecuecias haplotipicas de dos colon ias de
anidacion y tres agregaciones de forrajeo en aguas Ecuatorianas.

AC

FC

Haplotipos  (Machalilla- A;ﬂ?a:gé?f i (Machalilla- Flfglfaj:lg)ta— FGalapagos
anidacién) forrajeo)

Hapl/CmP93.1 0.4 0.308 0.333 0.471 0.366
Hap2/CmP4.4 0 0.154 0.11 0 0.049
Hap3/CmP4.1 0.2 0.154 0.556 0.235 0.146
Hap4/CmP4.7 04 0.385 0 0.176 0.171
Hap5/CmP24.1 0 0 0 0.118 0
Hap6/CmP97.1 0 0 0 0 0.171
Hap7/CmP17.1 0 0 0 0 0.049

Hap8/orphan 0 0 0 0 0.024

Hap9/orphan 0 0 0 0 0.024

Tabla 6: Resultados AMOVA para cada configuracion grupal después de 1000
permutaciones, cada configuracion grupal fue comparada individualmente y después
pareada para comprobar la presencia de subdivisiones poblacionales; con excepcion de
una comparacién general de todo el Ecuador y subgrupos: [FGal][Machalilla],
[Anidantes][Forrajeo] y el analisis mas completo [AC][AI][FC+FI][FGal], en cada
andlisis se llevo a cabo el porcentaje de variacion explicada entre grupos (@Ct), dentro
de poblaciones (®ST) y entre poblaciones dentro de sus grupos (®SC).

%

Escalas Regionales al Vari_anza oSC dST  DCt Sigll\lr:i\ll‘(iaéadniia
Explicada
[Ecuador] 840 5.83 _ 0.0903 0.0583 p<0.001
1
[FGal] [Mach] 3 16.78 —0.0792 0.102 0.168 NS
80
1
[Al[F] 3 0.47 0.056  0.061 0.005 NS
80
3
[AC][AI][FC+FI][FGal] 1 12.51 -0.068 0.065 0.125 NS

80
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Figura 1: Arbol bayesiano de las relaciones genéticas entre especies de
tortugas marinas para el gen COI en la region de ADN mitocondrial, calibrado a partir
de datos fosiles (50.24 + 6.55 Ma) para la divergencia entre los grupos Chelonidae y
Dermiochelis y un reloj molecular de 0.2 subs/sitio/Ma (Near et al. 2005).
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Figura 2: Ciclo de vida de tortugas marinas (Jensen. 2010).



49

o)

Figura 3: Densidad de Chelonia mydas basado en telemetria satelital,
revelando la falta de informacion entre Galépagos y el Ecuador continental (Kot et al.
2015).
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Figura 4: Mapa de la zona de estudio Isla San Cristobal en las Islas Galapagos
y el Parque Nacional Machalilla incluyendo la Isla de la Plata en la provincia de
Manabi en el Ecuador continental.
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Figura 5: Region control “d-loop” de ADN mitocondrial amplificada (Jensen.
2010).
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Figura 6: “Minimum Spanning Network™ segun el numero de individuos y
color del sitio donde fueron encontrados los haplotipos, el network representa la red
mas parsimoniosa de relaciones entre haplotipos de acuerdo la distancia de sus
diferencias genéticas medida en pares de bases (haplotipos Hap9 y CmP97.1 poseen
diferencias de 2 pb y 32 pb respectivamente con su haplotipo mas emparentado, los
haplotipos restantes poseen diferencias de 1 pb ente si).
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Figura 7: Arbol filogenético Bayesiano de valores
>70% de probabilidad posterior, entre haplotipos de ADNmt
de Chelonia mydas Unicos para regiones del Pacifico y
aquellos  encontrados en colonias reproductivas vy
agregaciones de forrajeo del Ecuador; * representa la
division de clados entre el Pacifico Central/Nororiental y el
Pacifico Oriental, mientras que <4 representa cada subclados
formados después de 1000 replicaciones boostrap mediante el
parametro de probabilidades posteriores GTR + G+l.
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Figura 8: Arbol filogenético Bayesiano de todos
los valores de probabilidad posterior (%HPD) y su
desviacion estandar, entre haplotipos de ADN mt de
Chelonia mydas Unicos para varias regiones del Pacifico
después de 1000 replicaciones boostrap mediante el
pardmetro de probabilidades posteriores GTR + G+l.

0.0475

a.
0.1128

4 0.073

GLe?ad
0.2

0.09

CmP3_ 1 _Hs
ECM 1_Mich
et CmPl.l_Ha
02.253
Cm#l.1_ECP
4 0.1363
Cmfl.2_Ha

CmPa.2 CR

e

Carh.l_Meax(R

Cmi.3_fer

CmdG.L_Rer

CmPll. 1_Mexiey

Cmfl2. 1|
CmPaa, ]
CmPoE. 1|

L1 Rew

Mich
Pl
(1]

Cm#17.1_Cal

CmP15.1

Cal

Cmid. ] Mick

CmPa2.1 |

(1]

CmPa.5_Rer

CmPlLl_Mexfoy

CmT.|_Mich

CmPe.4_GWP

Cm E Mich

Cmdd.2 Res
Cmid.1 CMP

Cmi17.2_GalCR

mPd_ 11 _Cal

Cmla.7_GMP

HPE Cal

Heg_Cal

CmPaT,1_Cahv

M. depreses

J |\

Y

Sub-clado |

Sub-clado 11

Sub-clado 111

Sub-clado VI

Sub-clado V




55

Figura 9: Filogénia de haplotipos de Chelonia
mydas reportados para varias regiones del Pacifico y aquellos
encoptrados en colonias reproductiv_as y agrega_ciones Qe — | Sub-clado |
forrajeo del Ecuador, revelando los tiempos de divergencia * e
. - e g [r— o ey - ER
calculados mediante BEAST; % es la division de clados _ oo "
entre el Pacifico Central/Nororiental y el Pacifico Oriental, =" Nl —
Qa9 |y
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Figura 10: Tiempo de divergencia y filogenia de
los haplotipos Unicos de Chelonia mydas reportados y sus

Crs.1_Mkh
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ANEXOS

Anexo 1: Secuencias de GenBank de la region control de ADNmt y
designacion de haplotipos provenientes del Pacifico central, occidental y oriental
(Dutton et al. 2014).

Genbank Haplotipo Genbank
Acc no. Acc no.
CmP1.1 KC306652.1 CmP7.1 KC306667.1
CmP2.1 KC306650.1 CmP8.1 KC306659.1
CmP3.1 KC306654.1 CmP8.2 KC306671.1
CmP3.2 KC306653.1 CmP9.1 KC306668.1
CmP4.1 KC306666.1 CmP11.1 KC306658.1
CmP4.2 KC306662.1 CmP12.1 KC306669.1
CmP4.3 KC306645.1 CmP13.1 KC306644.1
CmP4.4 KC306665.1 Cmpl4.l KC306656.1
CmP4.5 KC306664.1 CmP15.1 KC306649.1
CmP4.7 KC306660.1 CmP17.1 KC306648.1
CmP4.8 KC306663.1 CmP17.2 KC306670.1
CmP4.11 KC306661.1 CmP24.1 KC306646.1
CmP5.1 KC306651.1 CmP92.1 FJ917195.1
CmP6.1 KC306657.1 CmP93.1 FJ917194.1
CmP6.2 KC306655.1 CmP97.1 FJ917198.1

Haplotipo
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Anexo 2: Clasificacion de haplotipos segun la colonia reproductiva y
agregacion de forrajeo del Ecuador.

AC

FC

Al

Fl

GAL

AC

FC

Al

Fl

GAL

Hap1/CmP93.1
Hap3/CmP4.1

Hapl/CmP93.1
Hap3/CmP4.1
Hap4/CmP4.7

Hap1/CmP93.1
Hap3/CmP4.1
Hap4/CmP4.7

Hapl/CmP93.1
Hap3/CmP4.1
Hap4/CmP4.7

Hap1/CmP93.1
Hap3/CmP4.1

Hapl/CmP93.1
Hap2/CmP4.4
Hap3/CmP4.1

Hap1/CmP93.1
Hap3/CmP4.1

Hapl/CmP93.1
Hap2/CmP4.4
Hap3/CmP4.1

Hap1/CmP93.1
Hap3/CmP4.1
Hap4/CmP4.7

Hap1/CmP93.1
Hap2/CmP4.4
Hap3/CmP4.1

Hap1/CmP93.1
Hap3/CmP4.1
Hap4/CmP4.7

Hapl/CmP93.1
Hap2/CmP4.4
Hap3/CmP4.1
Hap4/CmP4.7

Hap1/CmP93.1
Hap3/CmP4.1
Hap4/CmP4.7

Hapl/CmP93.1
Hap3/CmP4.1

Hapl/CmP93.1
Hap3/CmP4.1
Hap4/CmP4.7

Hap5/CmP24.1

Hapl/CmP93.1
Hap3/CmP4.1
Hap4/CmP4.7

Hap1/CmP93.1
Hap3/CmP4.1
Hap4/CmP4.7

Hap1/CmP93.1
Hap2/CmP4.4
Hap3/CmP4.1

Hapl/CmP93.1
Hap2/CmP4.4
Hap3/CmP4.1
Hap4/CmP4.7

Hap1/CmP93.1
Hap3/CmP4.1
Hap4/CmP4.7

Hap6/CmP97.1
Hap7 CmP17.1
Hap 8/orphan
Hap9/orphan




