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RESUMEN

Thais melones pertenece a la familia Muricidae y habita en zonas rocosas
intermareales, desde México hasta Pert y en las Islas Galadpagos. En Ecuador, la especie
forma parte de los recursos capturados en la pesca artesanal de ciertos pueblos costeros. El
objetivo de este estudio fue caracterizar genéticamente las poblaciones de Thais melones
provenientes de las provincias de Esmeraldas, Manabi, Santa Elena y Galdpagos para asi
poder determinar si existian diferencias genéticas debido a su explotacion y ubicacion
geogréfica, ademas de establecer el grado de conectividad entre las poblaciones de estudio.
Para esto, se desarrollaron 27 primers especificos, de los cuales 13 sirvieron para los
analisis geneticos. Se analiz6 un total de 114 muestras de Thais melones y se encontré alta
diversidad genética, reflejada en la heterocigocidad, nimero de alelos promedio por locus
e indice de Shannon. La diversidad genética no varié entre las poblaciones segun su
explotacion ni ubicacion geografica. El analisis de varianza molecular (AMOVA) mostro
que el 75% de la variabilidad se encontraba dentro de los individuos y el 25% entre los
individuos. Los analisis de coordenadas principales (PCoA) e inferencia bayesiana
(Structure) reflejaron escasa estructura genética; todos los individuos estudiados se
agruparon en una sola poblacion. Por lo tanto, se establecio que existe alta conectividad
entre las distintas poblaciones de estudio, posiblemente debido a una probable larga
duracion del desarrollo larval en la especie. Ademas, se estimd que las tasas de migracion
entre poblaciones con bajo y alto impacto humano iban de 0.10 a 0.20; en consecuencia,
posiblemente las poblaciones con alto impacto humano se recuperan debido a la migracién
que existe.

Palabras clave: Thais melones, pesca artesanal, microsatélites, diversidad genética,
conectividad, genotipado.



ABSTRACT

Thais melones belongs to the Muricidae family and inhabits intertidal rocky areas
from Mexico to Peru and the Galapagos Islands. In Ecuador, the species is captured by
artisanal fishing at certain coastal towns. The aim of this study was to genetically
characterize the populations of Thais melones from the Esmeraldas, Manabi, Santa Elena
and Galapagos provinces to determine if there were genetic differences due to its
exploitation and geographic location, as well as to establish the degree of connectivity
among the study populations. In order to do this, 27 specific microsatellite primers were
developed, of which 13 were used for the genetic analysis. By analyzing a total of 114
samples, high genetic diversity was found, reflected by the heterozygosity, average number
of alleles per locus, and Shannon index. Genetic diversity did not vary between
populations according to their exploitation or geographic location. The analysis of
molecular variance (AMOVA) showed that 75% of the variability was found within the
individuals and 25% among individuals. Principal coordinates analysis (PCoA) and
Bayesian inference (Structure) reflected a lack of genetic structure; all the individuals were
grouped in one population. Therefore, it was established that there is high connectivity
among the different study populations, potentially due to a long larval development
duration in the species. Furthermore, migration rates between populations with low and
high human impact ranged from 0.10 to 0.20; consequently, populations with high human
impact are likely to recover due to migration.

Key words: Thais melones, artisanal fishing, microsatellites, genetic diversity,
connectivity, genotyping.
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1. INTRODUCCION

1.1 Genética de poblaciones

La genética de poblaciones es una rama de la genética que se encarga del estudio
comparativo de las frecuencias génicas y genotipicas de las poblaciones (composicion
genética), la manera en que esta distribucion de variabilidad cambia a traves del tiempo y
del espacio y sus efectos en la adaptacion y evolucion de las poblaciones. Las frecuencias
génicas se refieren a la variacion de alelos de un locus determinado, mientras que las
frecuencias genotipicas se refieren a como se distribuye esta variacion en los individuos
(Orengo, 2002; Templeton, 2006).

Para lograr esto, se han desarrollado modelos matematicos que evalUan la dinamica
de las frecuencias genéticas. A través de estos modelos, se saca conclusiones sobre los
patrones de variacion genética en las poblaciones y se comparan los resultados con los
datos empiricos (Orengo, 2002; Okasha, 2015). Asi, uno de los modelos utilizados para
entender la composicién genética de las poblaciones fue el Equilibrio de Hardy-Weinberg,
con el cual solo se estudiaban pocos genes con comportamiento mendeliano. Esto
constituyo la base de desarrollo de la genética de poblaciones. Luego con el avance de las
investigaciones, se logré estudiar modelos mas realistas que implican un mayor nimero de
genes al utilizar los marcadores geneticos, en los cuales se encuentran los marcadores
moleculares. Al existir estas alternativas, se busca analizar en mayor medida la diversidad
genética de las poblaciones por medio del estudio de una mayor cantidad de loci (Eguiarte
etal., 2013).

Para poder sacar conclusiones, la genética de poblaciones se enfoca en los
mecanismos de cambio microevolutivo: mutacion, flujo génico, seleccion natural y deriva

génica (Templeton, 2006). Por la tanto, de manera general, si se ve que la frecuencia
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alélica varia en las poblaciones puede ser debido a un balance entre el flujo génico y la
deriva génica; a mayor flujo génico menor diferencia entre las poblaciones, mientras que a
mayor deriva génica mas diferentes van a ser. En cambio, si solo se ve diferencia en ciertos
genes entre las poblaciones, se puede estar distinguiendo las consecuencias de la seleccién

natural (Eguiarte et al., 2013).

1.1.1 Equilibrio Hardy-Weinberg

El equilibrio de Hardy-Weinberg se basa en una serie de supuestos, en donde las
poblaciones se reproducen sexualmente al azar y no existe sobre ellas ninguna fuerza
evolutiva. De esta manera, se mantienen constantes las frecuencias génicas y genotipicas a
lo largo de las generaciones y si existe desviacion, solo tomara una generacion para volver
al equilibrio en los loci autosémicos. Los supuestos del equilibrio de Hardy-Weinberg son
los siguientes: que apareamiento es al azar; que no existe mutacion, ni seleccion, ni
migracién; que el tamafio de la poblacién es infinito; que las generaciones son discretas; y
que los organismos son diploides y se reproducen sexualmente (Orengo, 2002; Andrews,

2010).

1.1.2 Diversidad genética

La diversidad genética se refiere a las variaciones existentes en los alelos y
genotipos en los individuos y entre poblaciones. Las variantes genéticas se denominan
alelos y éstas aparecen debido a mutaciones, ya sea al momento de la replicacion del ADN
0 por recombinacion genética. Las frecuencias de los alelos varia dependiendo de factores

fisicos y biologicos como deriva génica, seleccion (natural y artificial), flujo génico y
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barreras geograficas (Ramanatha y Hodgkin, 2002; Abdul-Muneer, 2014; Ellegren y

Galtier, 2016).

Gracias a la existencia de esta diversidad genética las especies pueden responder a
los cambios que se dan en el ambiente en el que viven y pueden colonizar nuevas areas. Si
la variabilidad genética se reduce, va a ser mas dificil para la poblacion poder adaptarse a
los cambios ambientales, ocasionando que se disminuya la probabilidad de supervivencia a

largo plazo (Kuo y Janzen, 2004).

1.2 Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares son fragmentos de ADN que se encuentran en una
ubicacién especifica en el genoma y cuya herencia se puede rastrear. Este tipo de
marcadores constituye una excelente opcion para el estudio genético de individuos, ya que
son polimorficos, abundantes y no se ven influenciados por el ambiente. Se puede
encontrar diferentes tipos de marcadores, segun la manera en que se los clasifique. Si se
toma en consideracion la técnica utilizada estan: los marcadores basados en hibridacion de
ADN vy los marcadores basados en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus
siglas en inglés, Kumar et al., 2009). A través de las PCR se puede generar varias copias de
una secuencia de ADN, con la ayuda de oligonucleétidos y una enzima polimerasa de
ADN termoestable, teniendo la ventaja de utilizar pequefias cantidades de ADN (Abdul-
Muneer, 2014). Dentro de esta técnica estan los marcadores segun los polimorfismos de
ADN amplificados aleatoriamente (RAPDs, por sus siglas en inglés), polimorfismos de

longitud de fragmentos amplificados (AFLPs, por sus siglas en inglés), secuencias simples



17

repetidas (SSR) o microsatélites y polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs, por sus

siglas en inglés; Kumar et al., 2009).

1.2.1 Microsatélites

Son fragmentos de ADN que se repiten en t&ndem en unidades de 1 a 6 pares de
bases hasta 100 veces en cada locus. Los alelos corresponden a las variaciones en el
namero de repeticiones (Ellegren y Galtier, 2016) que se dan debido a deslizamientos o
errores de la polimerasa durante las replicaciones de ADN y recombinacion desigual de las
hebras de ADN (Li et al., 2002). Los microsatélites se caracterizan por heredarse de
manera mendeliana, estar distribuidos por todo el genoma, ser abundantes, codominantes
(se pueden distinguir entre heterocigotos y homocigotos), polimorficos, tener una alta tasa
de mutacion, alrededor de 102 y 10 mutaciones por locus por generacion (Selkoe y
Toonen, 2006), vy, ser relativamente faciles de manipular, lo que los hace ideales para
estudios genéticos (Kumar et al., 2009).

Estos marcadores se pueden identificar por medio de reacciones PCR vy visualizar a
través de geles de agarosa y policrilamida o por medio de un analizador genético, al
utilizar primers marcados con fluorescencia. Para hacer estudios con microsatélites es
necesario conocer las secuencias flanqueantes a los mismos; de esta manera, se generaran
primers especificos. Estas secuencias se pueden obtener de los bancos de genes, bibliotecas
gendmicas o se pueden utilizar primers desarrollados para otras especies, ya que existen
ciertas secuencias flanqueantes de microsatélites que son conservadas entre especies
relacionadas (Abdul-Muneer, 2014). Los usos que se le pueden dar a los microsatélites son

amplios, entre los cuales estan: estructura poblacional, variacion genética, ciencia forense,
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mapeo del genoma, diagndstico de enfermedades, estudios taxondmicos, entre otros

(Abdul-Muneer, 2014).

1.3 Conectividad

La conectividad se puede definir como el grado en el que se encuentran unidas las
poblaciones por medio del intercambio de huevos, larvas, juveniles o adultos (Palumbi,
2003), estando dominada por la dispersion de las formas de vida temprana de los
individuos (Gawarkiewicz et al., 2007). De tal manera, la conectividad forma un aspecto
clave para mantener la variabilidad genética en la especie y determinar su estructura
poblacional; ademas, interfiere en la capacidad de recuperacion de las poblaciones a los
efectos de la explotacion humana (Cowen et al., 2007).

La conectividad se puede evaluar a traves de métodos directos o indirectos en los
que incluyen técnicas geoquimicas, genéticas, observaciones in situ, estudios de la
duracién de las etapas pelagicas y modelos biofisicos como el anélisis del movimiento de
particulas segun las corrientes oceanicas (Cowen et al., 2007; Cowen y Sponaugle, 2009).
Ademas, por medio de estos estudios, se puede tener un vision general de los patrones de
dispersion y conectividad, sirviendo para el establecimiento de las reservas marinas

protegidas (Palumbi, 2003).

1.4 Familia Muricidae

Esta familia de gasterépodos estd conformada por 100 geéneros y més de 1000
especies. Se encuentran en todos los mares, en sustratos duros y fondos blandos, pero son
mas abundantes en aguas tropicales (Hickman, 1999; Zobele y Negra, 2008). Debido a su

amplia distribucion y adaptacion a diferentes ambientes, las especies de esta familia
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presentan conchas con una gran variedad de tamafios, formas y colores. Por ejemplo, las
especies que habitan en aguas tranquilas o profundas poseen espinas; las que habitan en
fangos o en la arena, tienen un canal sifonal alargado y las que se encuentran en la zona de
rompiente, cuentan con una base aplanada y un pie bien desarrollado (Zobele y Negra,
2008).

Por otro lado, los miembros de esta familia se caracterizan por ser carnivoros y
alimentarse de balanos, erizos, estrellas de mar, conchas, gasteropodos y otros
invertebrados. Para atacar a su presa secretan una sustancia neurotoxica de la glandula
hipobranqueal; ademas, perforan la concha de su presa por medio de la rddula dentada y
secreciones acidas (provenientes del érgano perforador accesorio) o por medio del pie y de
su propia concha (Hickman, 1999; Morton, 1998; Zobele y Negra, 2008).

El género Thais se caracteriza por presentar “una concha oval oblonga, con espira
corta y ornamentada con costillas nodulosas en espiral”. Posee una abertura grande que
termina en un canal corto con una ranura sifonal (Garcia y Reguero, 2004). Por otra parte,
la secrecion que utilizan para inmovilizar a la presa es blanca y luego de la exposicidn al
aire, se torna morada (Myra, 1971). Por tal motivo, a lo largo de la historia se han usado
algunas especies de este género y de la familia para la obtencion de tinte (Zobele y Negra,

2008).

1.4.1 Thais melones

Se lo conoce comunmente como muricido manzana, churo morado, churo verde,
caracol melon y purpura melon (Romero, comunicacion personal, 2016). Se lo puede
encontrar desde las costas de Mexico hasta Callao, Perd y en las Islas Galapagos,

constituyendo uno de los caracoles mas comunes (Hickman, 1999). Presenta una concha
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solida, gruesa y en forma globular con lineas espirales delgadas y planas. Se caracteriza
por presentar una coloracién negra con puntos o lineas blancas o amarillas-cremosas.
Posee el apice en punta y espira baja (Novoa et al., 2010; Romero, comunicacion personal,
2016). Los juveniles son fusiformes y de color blanco con pocas manchas y en su etapa
adulta puede llegar a medir 5 centimetros (Hickman, 1999). Esta especie habita en zonas
rocosas, desde el supramareal hasta el submareal (Romero, comunicacion personal, 2016).
De tal manera, durante las mareas bajas se introduce en grietas con el objetivo de reducir el
estrés y desecacion a causa del calor (West, 1985).

Thais melones es mas activo en la oscuridad y forma parte de los principales
depredadores en zonas rocosas. Se alimenta de balanos, poliquetos, gasterépodos, bivalvos
y chitones y se encuentra atraido por los productos quimicos de las especies lastimadas.
Ademas, utiliza diferentes técnicas para perforar a sus presas, todo depende de la
morfologia de éstas (West, 1985).

En el Ecuador se puede encontrar a esta especie en las provincias de Esmeraldas,
Manabi, Santa Elena , El Oro y Galdpagos. Es la especie dominante del &rea 'y controla a
la poblaciones de bivalvos y otros moluscos. En varios de estos lugares, forma parte de los
recursos capturados de la pesca artesanal; generalmente la recoleccion la realizan las
mujeres y nifios y son de gran importancia econdémica para las comunidades (Molina et al.,
2004; MAE-SNAP-GEF, 2007; Lasso y Escarabay, 2009; Romero, 2012; Cruz 2013).

La informacion que se tiene de Thais melones es muy limitada, no existen registros
estadisticos de su consumo en el pais, ni datos sobre el impacto que tiene la explotacion
comercial en este molusco. El Unico registro de su captura proviene de Galapagos, de un
informe del Parque Nacional Galapagos, en donde se cita que durante el 2003 se
capturaron 4.4. kg (Molina et al., 2004). Por otro lado, no se ha caracterizado

genéticamente a las poblaciones de esta especie, lo cual es basico para poder determinar la
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situacion en la que se encuentran. Por tal motivo, en este estudio se analiza genéticamente

muestras de Thais melones provenientes de diferentes provincias de Ecuador.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general
e Caracterizar la composicion genética de Thais melones de muestras provenientes de
la provincia de Galapagos y Ecuador continental, mediante el uso de marcadores

moleculares tipo microsatélites.

2.2 Objetivos especificos
o Desarrollar primers para microsatélites que sirvan en el estudio genético de Thais
melones.
e Determinar si existen diferencias genéticas entre poblaciones de Thais melones con
alto y bajo impacto humano debido a su explotacion.
e Determinar si existe diferencias genéticas entre las poblaciones de Thais melones
debido a su ubicacién geogréfica.

e Determinar la conectividad entre las distintas poblaciones de estudio.

3. AREA DE ESTUDIO

Ecuador, pais considerado como uno de los mas biodiversos, tiene una gran
variedad de ecosistemas marinos como playas, estuarios, lagunas costeras, bahias,
arrecifes, entre otros. Existen 14 areas protegidas marinas y costeras, de las cuales 3 son

reservas marinas, 5 estan entre ecosistemas marinos y terrestres y 6, en manglares



22

(Alvarado et al., 2017). Estas areas tiene una gran diversidad de especies debido a
diferentes factores en los que influyen las masas de agua. Al norte se tiene aguas calidas y
con baja salinidad debido a la corriente de Panama@; al sur, aguas frias y ricas en nutrientes
debido a la corriente de Humboldt y se tiene un Frente Ecuatorial que corresponde a una
zona de mezclas con gradientes térmicos y salinos (Cruz et al., 2003; Cruz 2013).

Las muestras utilizadas para este estudio provinieron de cuatro provincias del
Ecuador: Galapagos, Esmeraldas, Manabi y Santa Elena. En total se recolectaron 118
individuos en 12 localidades. En Galapagos, se colectd en Santa Cruz (Playa de los Perros
y Camafio), San Cristobal (Bahia Naufragio y Rosa Blanca) y Floreana (Montura y Luz de
Dia); en Esmeraldas, Playa Escondida y Estero de Platano, ambos sitios se encuentran
dentro de la Reserva Marina Galera San Francisco; en Manabi, La Tifiosa, La Playita y
Machalilla (los dos ultimos se encuentran dentro del Parque Nacional Machalilla) y en
Santa Elena, La Entrada (Figura 1).

Ahora bien, para evaluar la explotacion en esta especie se clasificd a los sitios
segun se cercania a los centros poblados, en alto y bajo impacto. Esto se realizd para las
localidades de Galapagos y Esmeraldas. En Esmeraldas, Estero de Platano es la playa del
pueblo y a pesar de estar dentro de una reserva marina, se permite la recoleccion en la zona
intermareales. En cambio, en Playa Escondida la gente frecuenta muy poco el lugar. Para
las provincias de Manabi y Santa Elena, la categorizacion también se basé en criterios
obtenidos de las observaciones de Brandt y Vinueza (comunicacion personal, 2016) en
base a seis afios de recoleccion de churos con pobladores de las playas, que incluian
afluencia de personas y recursos capturados. Por lo tanto, La Entrada tiene un alto impacto
humano, debido a que se encuentra en el pueblo; La Playita, bajo impacto ya que los
pescadores colectan principalmente peces y pulpos, ademas el acceso es restringido y La

Tifiosa y Machalilla, se clasificaron como medio impacto porque aungue se encuentran
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cerca de los centros poblados, no se ve gente en la zona intermareal. Estas dos Ultimas
localidades no se tomaron en consideracion para los andlisis genéticos que pretenden
evaluar los efectos de la explotacién humana, debido a su clasificacion, ya que el potencial
impacto humano representaba valores intermedios, y el objetivo principal era comparar los
extremos (alto y bajo). Los analisis moleculares y estadisticos se realizaron en el

Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco de Quito (USFQ).

4. JUSTIFICACION

Sin lugar a dudas, los ecosistemas marinos se encuentran impactados por las
actividades humanas. De manera general, se pude decir que las zonas mas perturbadas son
las que se encuentran cerca de las lineas costeras, siendo los sistemas intermareales los mas
afectados, ya que las especies son muy sensibles a las perturbaciones ambientales,
enfermedades, contaminacion y sobrepesca(Ministerio del Ambiente del Ecuador, 2007,
Vinueza et al., 2014). Como consecuencia a las actividades antropogénicas se ha
encontrado que ciertas poblaciones de Thais melones ubicadas en Esmeraldas, Manabi,
Santa Elena y Galapagos han sido afectadas por el uso de tributilestafio (TBT). EI TBT se
lo utiliza como anti-incrustantes en estructuras marinas y embarcaciones para evitar que las
especies se adhieran a las paredes. Como resultado al uso de este contaminante, se reportd
que en las poblaciones de Thais melones, las hembras desarrollaron 6rganos sexuales
masculinos, fendmeno conocido como imposex (Rodriguez et al., 2016). Dependiendo del
grado de imposex, las hembras pueden sufrir de esterilidad y posteriormente, morir. De tal
manera, esto podria conllevar a la reduccion de los tamafios poblacionales y causar una
reduccion en la diversidad genética.

Por otro lado, se conoce que esta especie es capturada con fines comerciales para la

alimentacion de los habitantes de las zonas costeras (MAE-SNAP-GEF, 2007; Romero,
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2012) constituyendo una fuente importante de proteina. La informacion que se tiene sobre
su historia y biologia es muy limitada, no se encuentran estudios sobre la caracterizacion
genética de este recurso, ni sobre la conectividad de las poblaciones de Ecuador
continental y Galapagos. Es importante realizar estudios en esta especie para poder
determinar la evoluciédn de las poblaciones, la diversidad genética y la conectividad, ya que
se sabe que a mayor variabilidad genética, mejor sera la capacidad para poder adaptarse a
distintas condiciones ambientales y si las poblaciones se encuentran conectadas existira un
mayor intercambio de individuos y flujo génico, respondiendo mejor a las perturbaciones
ambientales. En cambio, si se tiene poca diversidad la probabilidad de que la especie
permanezca a largo plazo en el ambiente disminuye (Kuo y Janzen, 2004; Cowen et al.,
2007). Los resultados de esta investigacion seran de ayuda para conocer la composicién
genética y estructura poblacional de la especie. Ademas, ver el grado de conectividad de

las poblaciones de Thais melones ayudara a analizar planes de manejo y conservacion.

5. MATERIALES

5.1 Coleccion de muestras
e Etanol 85%
e Tubos colectores

e Bisturi

5.2 Extraccion de ADN
e Kit DNeasy Blood y Tissue (QIAGEN) de 250 muestras
e Tubos Eppendorf de 1.5mL
e Etanol al 96%

e Cajas Petri



Bisturi

Vortex (IKA)

Microcentrifuga 5415D (Eppendorf)
Balanza analitica (Sartorius LA 230 S)

Incubadora con agitacion (Barnstead)

5.3 Cuantificacion de ADN

NanoDrop 1000 (Thermo Scientific)
Buffer AE (QIAGEN, Tris-Cl, EDTA)

Ultra-Pure Distilled Water (GIBCO)

5.4 Desarrollo de primers

Kit Nextera DNA Preparation (Illumina)
Plataforma web Galaxy-Golem

ADN de Thais melones

5.5 Amplificacion de regiones microsatélites SSR mediante PCR

Buffer PCR 10X (Invitrogen)

Agua destilada UltraPure™ (GIBCO)

MgClI2 50mM (Invitrogen)

dNTP’s 10 mM (Invitrogen)

Platinum™ Taq DNA Polymerase SU/uL (Invitrogen)
Platinum ® PCR SuperMix (Invitrogen)

16 Pares de primers SSR (Tabla 2)

Microcentrifuga 5415D (Eppendorf)

T Personal Thermocycler (Biometra)

25



Tubos eppendorf de 0.2 ml
Bovine serum albumin (BSA, 1mg/mL)

ADN de Thais melones

5.6 Electroforesis en geles de agarosa

UltraPure™ Agarose (Invitrogen)

TBE 1X (Tris base -Acido Borico- EDTA)

SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen)

Blue Juice 10X Loading Buffer (Invitrogen)

Ladder DNA 100 bp (Invitrogen)

Fuente de Poder EPS -300 X (C.B.S Scientific)

Camara de electroforesis horizontal MGU-502T (C.B.S Scientific)

Fotodocumentador Biorad Gel Doc XR (BIORAD)

5.7 Toma de datos y analisis genéticos

GeneMapper® V. 3.0 (Applied Biosystems)

Software Arlequin version 3.5. (Excoffier et al., 2005)
Software Structure (Pritchard et al.,, 2000)

DARwin 6 (Perrier y Jacquemoud-Collet, 2006)
GenAlex (Peakall, 2012)

FreeNA (Chapuis y Estoup, 2007)

GenePop (Raymond y Rousset, 1995)

Bottleneck 1.2.02 (Cornuet y Luikart, 1997)

BayesAss 3 (Wilson y Rannala, 2003)
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6. METODOS

6.1 Obtencién de muestras

Se colectaron un total de 118 muestras de Thais melones en 12 localidades de 4
provincias del Ecuador: Esmeraldas, Manabi, Santa Elena y Galapagos entre los afios del
2014 y 2016 (Tabla 1). La recoleccion se llevo a cabo por estudiantes de la Universidad
San Francisco de Quito. En Galapagos, se seleccionaron 10 individuos al azar de la zona
intermareal rocosa, los cuales fueron colocados en etanol al 85%. Posteriormente, en el
laboratorio del Galapagos Science Center (GSC), se extrajo tejido de las muestras y se lo
colocé en tubos individuales con etanol al 85%.

Por otro lado, para recolectar las muestras del continente de igual manera se
seleccionaron 9-10 individuos al azar. Del opérculo se extrajo un pedazo de tejido y se lo
coloco directamente en tubos con etanol al 85%. Finalmente, se transportaron todas las
muestras al laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la USFQ y se las mantuvo a -20°C,
hasta su utilizacion. Se realizaron las colectas y la exportacion de las muestras bajo los
permisos PC-43-14, N°014-2014-1C-FAU-DPE-MA, PC-60-15, MAE-DNB-CM-2016-

0041 y MAE-DNB-CM-2016-0046.

6.2 Extraccion de ADN y cuantificacion

Se realiz6 la extraccion de ADN siguiendo el protocolo del kit DNeasy® Blood y
Tissue (QIAGEN). Primero, se tomd aproximadamente 20 mg de muestra y se lo cortd
hasta tener pedazos muy finos de tejido. Esto se coloc6 en un tubo Eppendorf de 1.5mL y
se agregd 180 pL de Buffer ATL junto a 20 pL de proteinasa K. Se procedid a incubar a
56°C con agitacién por un maximo de 4 horas o hasta que el tejido estuviera lisado

completamente. Luego, se agregd 200 pL de etanol al 96% y se mezcldé por medio de
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vortex. El sobrenadante se transfirio a una mini columna de agitacion DNeasy (DNeasy
Mini spin column) y se centrifugd por 1 minuto a 8000 rpm. Posteriormente, se transfirio
la columna a un nuevo tubo colector y se agregd 500 pL de Buffer AW1, se volvid a
centrifugar por 1 minuto a 8000 rpm y se colocd la columna en un nuevo tubo colector.
Seguido, se agreg6 500 pL de Buffer AW2 y se centrifugdé por 3 minutos a 14,000 rpm.
Finalmente, se transfirio la columna a un nuevo tubo Eppendorf de 1.5mL y se coloco 200
uL de Buffer AE para eluir al ADN. Se dejo reposar por un minuto a temperatura ambiente
y se centrifug6 a 8000 rpm por 1 minuto. Se almaceno el ADN a -20°C hasta ser usado. La
cuantificacion de ADN se realiz6 por medio de espectrofotometria utilizando un NanoDrop

2000 (Thermo Scientific).

6.3 Desarrollo de primers

Se realiz6 un proceso de secuenciamiento aleatorio para obtener secuencias
repetidas en tandem que sirvan en el desarrollo de primers viables para la especie a
estudiar. Se construy6 bibliotecas de extremos emparejados de ADN por medio del kit
Nextera DNA Preparation de Illumina, usando los protocolos del fabricante. Por medio de
la plataforma web Galaxy-Golem, a cargo de la Universidad de Manchester, se usaron las
herramientas FASTQC: ReadQC tool v.0.51 (Andrews, S.F.), TRIMMOMATIC v.0.30
(Bolger et al., 2014) y PAL_finder v.0.02 (Rozen y Skalersky, 2000; Cock et al., 2009;
Masella et al., , 2012; Castoe et al., 2012) para ver la calidad de las secuencias, limpiarlas y
buscar primers candidatos que se encuentren flanqueantes a los microsatélites. Se tomé en
consideracion que los motivos cuenten como minimo con 3 nucle6tidos de longitud y con

al menos 8 unidades de repeticion. Finalmente, se seleccionaron 27 loci con microsatélites
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perfectos, cuyos motivos eran tetra y pentanucledtidos y que contaban con primers

(forward y reverse) que solo sucedian una vez en toda la secuencia.

6.4 Seleccion y evaluacion de primers

Para probar los 27 primers candidatos para microsatélites, se tomaron cinco
muestras de ADN aleatorias de los individuos utilizados en este estudio y se procedio a
realizar las amplificaciones. Se utilizé la enzima polimerasa proveniente de Platinum ®
PCR SuperMix (Invitrogen) para las reacciones de PCR, considerando un volumen final de
10 pL. Las reacciones estaban compuestas de 9 uL PCR SueperMIX, 0.2 uM de primer
forward, 0.2uM de primer reverse y 0.6 uL ADN (la concentracion variaba de 40.08 a
58.38 ng/uL). Las condiciones para las amplificaciones, en base al protocolo de Platinum
® PCR SuperMix (Invitrogen), fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial a 94°C por 2
minutos, 29 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, hibridacion por 30
segundos (la temperatura depende de cada par de primer), extensién a 72°C por30
segundos y extension final a 72°C por 10 minutos.

Posteriormente, para analizar los productos de PCR obtenidos se realizd
electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, tefiidoscon 3 pL de SYBR® Safe DNA gel stain
(Invitrogen). Se cargo, en el gel, 2uL de Bluejuice junto 3 puL de amplicn y 3 uL del
marcador de peso molecular. Se realizé la corrida a 100 voltios por 30 minutos y se reveld

el gel en el fotodocumentador Biorad Gel Doc XR.

6. 5 Amplificacion con primers marcados con fluoroforos

Por medio de Multiplex Manager (Hollele y Geerts, 2009) se agruparon los 16

primers seleccionados para realizar duplex, los cuales fueron marcados con los fluoroforos
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6-FAM y HEX (Tabla 2). Se utilizo la enzima Platinum™ Taq DNA Polymerase
(Invitrogen) y se considerd un volumen final de 20 pL. Las reacciones estaban compuestas
de Buffer PCR 1X (Invitrogen), 1.65 mM de MgCI2 (Invitrogen), 0.22 mM de dNTPs
(Invitrogen), 0.2 UM de cada primer, 1 unidad de Taq Polimerasa Platinum (Invitrogen) y
0.6 pL de ADN. El perfil en el termociclador se mantuvo constante a lo utilizado en la fase
de seleccion de primers con la excepcion de la temperatura de hibridacion, la cual se tuvo
que volver a estandarizar.

El producto obtenido se colocd en cajas cubiertas con aluminio para evitar la
exposicion a luz. De este se ocup6 5 pL para realizar electroforesis en gel de agarosa al
1.5% a 100 voltios por 30 minutos y comprobar la presencia de bandas en las 117
muestras. El producto restante se guardé a -20°C.

Para mandar a secuenciar los productos de PCR de 116 individuos (se elimind un
individuo debido a que no amplificd en 10 loci de los 16 analizados) se utilizaron placas de
96 pocillos, en las cuales se cargaron 10 pL de los productos de amplificacion. Se las tap6
y envolvié en papel pléstico y sobre éste, papel aluminio. Se enviaron las muestras al
Laboratorio de Biologia Analitica del Museo Nacional de Historia Natural en Washington,
Estados Unidos, para el genotipado de las muestras por medio de secuenciador automatico

ABI PRISM 310.

6.6 Toma de datos y Analisis estadisticos

A partir del tamarfio de los picos obtenidos (del genotipado) por medio del software
GeneMapper® V. 3.0 (Applied Biosystems), se realizd una matriz alélica y con esta se
realizaron los andlisis. Los analisis se realizaron considerando a las dos regiones:

Galapagos y Ecuador continental; seis ubicaciones geogréaficas: Santa Cristébal, Santa
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Cruz, Floreana, Norte, Centro y Sur; las doce localidades y las poblaciones segun el
potencial impacto humano. Se determind la diversidad genética calculando el nimero de
alelos por locus, numero promedio de alelos por locus, el nUmero de loci polimérficos, la
heterocigocidad observada y esperada y el indice de Shannon. Todo esto se realiz6 por
medio del complemento para Excel GenAlEX. 6.502 (Peakall, 2012). Por otro lado, para
determinar la variacion entre poblaciones e individuos se realiz6 el analisis de varianza
molecular (AMOVA) y ademas se determin0 el equilibrio de Hardy-Weinberg. Ambos
analisis se hicieron por medio del software Arlequin 3.5.1.2 (Excoffier et al., 1992). Se
calcul6 la proporcion de alelos nulos por medio de FreeNa (1000 replicaciones, Chapuis y
Estoup, 2007) y el ligamiento por medio de GenePop (Raymond y Rousset, 1995). Para
evaluar la diferenciacion genética entre poblaciones, se utilizo el estadistico Fst (Weir y
Cockerham, 1984) obtenido luego de la correccion por presencia de alelos nulos con el uso
de FreeNa.

Posteriormente, se analizd la estructura genética por medio de métodos de
asignacion bayesiana a través del software Structure 2.3.4 (Pritchard et al., 2000). Para
esto, se tomaron en consideracion los marcadores en equilibrio y que no estaban ligados.
Se realizaron dos analisis, en el primero no se tom6 en consideracién el lugar de
proveniencia de las muestras y en el segundo, se introdujo la informacion de las
localidades. Para ambos se probaron valores de K (“K= nimero supuesto de poblaciones”)
de 1 a 5, con 15 iteraciones, 100,000 pasos de burning y 1,000,000 pasos de célculo de
Markov Chain Monte Carlo. El numero de poblaciones optimo se obtuvo mediante el
método de Evanno (Evanno et al., 2005) procesado en el programa en linea Structure
Harvester (Earl y von Holdt, 2012).

Por medio del software DARwin 6 (Perrier y Jacquemoud-Collet, 2006) se elaboro

una matriz de distancia con el método de Simple Matching y con un total de 30,000
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boostraps. A partir de esta matriz se cre6 un analisis de componentes principales (PCoA)
con métodos factoriales para determinar las relaciones genéticas de las poblaciones.
Finalmente, se usé BayesAss 3 (Wilson y Rannala, 2003) para determinar las tasas
de migracion. Se realizaron 4 corridas independientes, variando el valor semilla (10, 1000,
5000, 104656) para ver la consistencia de los resultados. Seguido, se determino si las
poblaciones habian pasado por un cuello de botella en un pasado reciente por medio
Bottleneck 1.2.02 (Cornuet y Luikart, 1997), utilizando 10,000 iteraciones y la prueba
estadistica de Wilcoxon con los modelos mutacionales TPM (Two phase model; 70% de

SMM) y SMM (Stepwise mutational model).

7. RESULTADOS

7.1 Extraccion de ADN y cuantificacion

Se extrajo ADN de 118 muestras de Thais melones obteniéndose concentraciones
que variaban de 1.5 ng/pL a 335.7 ng/pL. Los valores para las relaciones de absorbancia
260/280 y 260/230, que demuestran la pureza del ADN, iban en rangos de 1.7-3.6 y 0.4-
7.9, respectivamente. La muestra con concentracion de 1.5 ng/pL de ADN se descart6 para
el resto del estudio. En cuanto a la integridad del ADN, se observaron bandas de alto peso

molecular y sin fragmentacion en geles de agarosa al 1.5%.

7.2 Seleccidn y evaluacion de primers

De los 27 pares de primers desarrollados para esta especie, se obtuvieron productos
de amplificacion con 16 primers, en los cinco individuos probados al azar. Con los primers
restantes, no se logré amplificacion alguna o si sucedia se observaban mas bandas de las

esperadas, lo que hacia que se eliminen para el estudio. Estos 16 primers se marcaron con
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fluoréforos y se agruparon en parejas para realizar las reacciones de PCR con todos los

individuos (Tabla 2).

7.3 Amplificacion de regiones microsatélites con primers marcados con
fluorescencia

Se realizd electroforesis en geles de agarosa al 1.5% para comprobar la
amplificacion de los 8 duplex en las 117 muestras. Existieron muestras con las que no se
logrd obtener productos, por lo que se les agregd BSA (1mg/ml) para aumentar eficiencia
de la reaccién y asi conseguir amplificacion. De tal manera, se logré obtener amplicones
en las 117 muestras, pero se elimind una muestra debido a que solo se logré amplificar con
10 de los 16 primers utilizados. Por otro lado, con la lectura de los electoferogramas se
logré determinar el tamafio de los alelos en 13 loci. En los loci restantes no se tenia una
clara imagen de los alelos reales debido a la aparicion de picos artificiales en la mayor
parte de las muestras, por lo cual fueron descartados para las siguientes etapas. Ademas, se
eliminaron dos individuos debido a que no se lograron leer con exactitud los
electoferogramas en 9 de los 11 loci. Por lo tanto, se realizaron los analisis restantes con 13

loci y 114 individuos.

7.4 Analisis de loci en equilibrio de Hardy-Weinberg, desequilibrio de
ligamiento y frecuencia de alelos nulos

Al considerar las regiones, Galapagos y Ecuador continental, se encontraron 9 loci
desviados significativamente del equilibrio Hardy-Weinberg (P<0.0157, Tabla 3), dos loci
ligados (THM-10 y THM-12, P<0.010) y la frecuencia de alelos nulos de vari¢ de 0.003 a
0.336 (Tabla 6). El nivel de significancia se modifico segun la correccion de Benjamini y

Yekutieli (2001). Por otro lado, al hacer los analisis en base a las 6 ubicaciones geograficas
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(isla o latitud) se encontr6 que 8 de los 13 loci analizados se desviaron significativamente
(P<0.0157, Tabla 4) y dos loci se encontraban ligados (THM-11y THM-12, P<0.010). La
frecuencia de alelos nulos vario de 0.011 a 0.373 (Tabla 7).

Por altimo, al considerar las poblaciones con alto y bajo potencial impacto humano,
se encontro que 9 loci estaban desviados significativamente del equilibrio de Hardy-
Weinberg (P<0.0157, Tabla 5) y 2 loci estaban ligados (THM-13 y THM-24, P<0.010). La

frecuencia de alelos nulos vario de 0.008 a 0.373 (Tabla 8).

7.5 Diversidad genética

Se obtuvo un total de 330 alelos para las 114 muestras en los 13 loci analizados. El
namero promedio de alelos por locus fue 23.15. Los 13 loci fueron polimdrficos, el menos
informativo fue el THM-7 con 9 alelos y el méas informativo fue el THM-11 con 41 alelos.
Ahora, al analizar las poblaciones segun la region los valores de nimero promedio de
alelos, indice de Shannon y heterocigocidad fueron similares (Tabla 9). Ademaés, indican
una alta diversidad teniéndose como promedio 18.6 alelos por locus, 2.41 en indice de
Shannon, heterocigocidad observada de 0.65 y 0.86 en heterocigocidad esperada.

Por otro lado, al considerar las clasificaciones segin impacto humano el promedio
de alelos fue 18.54 para las de alto impacto y 17.46 para las de bajo impacto. El porcentaje
de loci polimorficos fue de 100% para ambas clasificaciones. Ademas, el promedio de
alelos privados fue 4.77 para las poblaciones con alto impacto y 3.69 para las poblaciones
con bajo impacto. En cuanto al indice de Shannon, éste indico una alta variabilidad entre
los individuos. Para la poblacion en general se obtuvo un valor de 2.5, para las poblaciones
segun impacto, alto y bajo, fue de 2.42 y 2.36, respectivamente (Tabla 11). Finalmente, la
heterocigocidad observada difirio significativamente de la esperada (P<0.001) tanto por

regiones, como por impacto humano, siendo la primera menor que la segunda.
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7.6 Diferenciacion genética

A partir de las matrices de valores de Fst se compararon las distancias genéticas de
las poblaciones considerando los distintos agrupamientos. Para la distancia genética de
Weir (Fst) entre Ecuador continental y Galapagos se obtuvo un valor de 0.0017 (Tabla 13),
para las seis ubicaciones geogréaficas se obtuvieron valores menores a 0.02 (Tabla 14)
demostrando poca distancia genética entre las mismas.

En cuanto al andlisis de AMOVA se realizaron agrupaciones a diferentes niveles,
siendo el mayor Ecuador continental y Galdpagos, seguido de las 6 ubicaciones
geograficas y por ultimo, las 12 localidades de muestreo. Se encontré variacion
significativa dentro de los individuos (74.6%) y entre los individuos dentro de las
poblaciones (25.1%, Tabla 16). Lo mismo ocurri6 al considerar las poblaciones de alto y
bajo impacto humano, en donde el 79.1% de variacion se dio dentro de los individuos y el

20,9% entre los individuos (Tabla 17).

7.7 Estructura poblacional

Para determinar la estructura poblacional se realiz6 un anélisis de coordenadas
principales (PCoA) y un andlisis de inferencia bayesiana. Los resultados del PCoA fueron
consistentes con los obtenidos en los demas analisis. Se pudo ver que no existian
agrupamientos claros entre los individuos, més bien se dio una distribucion aleatoria
(Figura 2). Todos los individuos procedentes de las diferentes ubicaciones geograficas se
encontraban en todos los cuadrantes. Igualmente, si se considera las zonas con alto y bajo
impacto humano, también se vio una distribucion al azar de los individuos en todos los
cuadrantes, no hubo agrupaciones en base a las clasificaciones (Figura 3).

Por otro lado, en cuanto a la estructura poblacional segin el método bayesiano de
Evano et al. (2005), se encontré que, tanto en el primero como en el segundo analisis, el

valor optimo de K era 2, (Tabla 17), y, mientras que en base al valor de InP(K) otorgado
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por el programa Structure, el mejor valor de K era 1 (Figura 4). La proveniencia de las
muestras no dio informacion al modelo, el valor r obtenido en todas las corridas fue mayor
a 1. No existe una estructura poblacional y esto concuerda con los resultados obtenidos en

el PCoA, los individuos se agruparon en una sola poblacion.

7.8 Cuellos de botella

Los resultados de los analisis de cuello de botella en un pasado reciente difirieron
segun la prueba estadistica y el modelo utilizado. Al tomar en cuenta las regiones, ninguna
ha pasado por un cuello de botella reciente, en base a los modelos mutacionales (Tabla 18).
En cambio, si se toma la agrupacién segun las 6 ubicaciones geogréficas se obtuvo que San
Cristébal y Santa Cruz presentaban exceso de heterocigocidad desviandose del equilibrio
de mutacion y deriva, con el modelo TPM. Estos resultados difieren al considerar el
modelo méas conservador SMM, en donde todas las poblaciones se encontraban en

equilibrio mutacion-deriva (Tabla 19).

7.9 Migracion

Segun los resultados de BayesAss se encontrd que existe direccionalidad en el flujo
de migracion, siendo éste de Galapagos a Ecuador continental (Tabla 21). Ahora bien, al
tomar en consideracién los dos sitios por cada isla o latitud, no se encontré direccionalidad
en la migracion. Entre un 80 y 90% de los individuos son autoreclutas y del 10 al 20%

migrantes (Tablas 22-26).

8. DISCUSION

Al realizar estudios genéticos es importante contar con ADN de buena calidad
(pureza e integridad) porque la amplificacion se ve influenciada por la presencia de

inhibidores provenientes de la muestra o de los reactivos utilizados, afectando la eficiencia
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del proceso (Pereira et al., 2011). En este trabajo, el ADN que se extrajo no siempre
cumplia este criterio. Aunque se tenian bandas de alto peso molecular y sin fragmentacion,
no se lograba tener buena pureza en ciertas muestras. Esto se reflejaba en los valores para
las relaciones de absorbancia 260/280 y 260/230, que iban en rangos de 1.7-3.6 y 0.4-7.9,
respectivamente. Si las muestras estdn por debajo de 1.8 en la relacion 260/280
probablemente se deba a la presencia de contaminantes como fenoles y proteinas (Leonard,
2016) y si se encuentran por debajo de 2.0, en la relacion 260/230, probablemente a
contaminantes como residuos de fenol (proveniente del proceso de extraccion), residuos de
guanidina (usado en columnas, Thermo Scientific, S.F.), compuestos aromaticos, iones,
entre otros. Por lo tanto, el protocolo de extraccién no fue completamente eficiente y lo
problemas encontrados se pudieron dar por errores humanos y por la muestra en si. Se
conoce que la extraccion de ADN en moluscos se dificulta debido a que se secretan
sustancias como mucopolisacaridos y proteinas polifendlicas que se purifican junto al
ADN vy acttan como inhibidores, interfiriendo en las reacciones PCR (Pereira et al., 2011).
No obstante, el uso del BSA permitio eliminar la accion de los inhibidores en aquellas
muestras problematicas, y asi el ADN extraido sirvid para poder realizar las reacciones
PCR Yy asi continuar con el resto de la investigacion.

En este estudio se desarrollaron 27 pares de primers, de los cuales solo se
seleccionaron 16 para las fases de andlisis debido a que los primers restantes presentaron
inespecificidades, que muy probablemente se eliminaban al optimizar el proceso de PCR.
Ademas, luego del genotipado se eliminaron dos loci y dos muestras debido a la dificultad
en la lectura de los electroferogramas. Lograr un lectura precisa se complicé debido a la
existencia de artefactos, alelos nulos, adenilacion incompleta en el extremo 3°, entre otros
(Flores-Renteria y Krohn, 2013). Los artefactos se refieren a picos artificiales que se

generan en las fases de amplificacion o deteccion alelica. En este trabajo se encontraron:
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bandas de repeticion por el deslizamiento de la polimerasa en la amplificacion, aumentado
0 disminuyendo una unidad, pull-up debido a un exceso del producto amplificado
provocando saturacion en el canal de deteccion y spikes que son picos con morfologia de
alelo real, pero de anchura menor y se repite en varios canales de fluorescencia (Ministerio
de justicia, S.F.).

Por otro lado, se encontraron varios loci desviados del equilibrio de Hardy-
Weinberg (Tablas 3-5) probablemente debido al muestreo, a factores biologicos, con las
violaciones de los supuestos (se da seleccion, mezcla entre poblaciones, apareamiento no
aleatorio) o por aparicion de alelos nulos y el efecto Wahlund. Este Gltimo se puede
observar a través de los loci, mientras que los alelos nulos son especificos de cada locus
(Flores-Renteria y Krohn, 2013). En esta investigacion, se encontrd migracion y una alta
frecuencia de alelos nulos en varios loci (Tablas 6-8), lo que posiblemente sean las
principales causas de las desviaciones. De igual manera, en estudios genéticos realizados
en Thais clavigera (Hwang et al., 2009) y Thais chocolata (Gallardo-Escarte et al., S.F.),
se encontraron desviaciones en el equilibrio Hardy-Weinberg atribuidos a la presencia de
alelos nulos o al efecto Wahlund.

Los alelos nulos son alelos de un cierto locus que no amplifican en las reacciones
PCR y causan que los heterocigotos sean considerados como homocigotos 0 que no exista
amplificacion alguna de un locus en ciertos individuos (Selkoe y Toonen, 2006). Los alelos
nulos se pueden originar debido a mutaciones en el sitio de union del primer, la
competencia en la PCR en donde los alelos de menor tamafio se amplifican con mayor
eficiencia en comparacion a los mas grandes (debido a baja concentracion y calidad de
ADN), y condiciones no ideales durante las reacciones PCR. Los moluscos constituyen

uno de los grupos con alta frecuencia de alelos nulos y su presencia podria alterar los
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resultados de los analisis genéticos como diferenciacion, asignacion poblacional y analisis
parentales (Chapius y Estoup, 2007; Carlsson, 2008).

Los resultados de estas pruebas en esta investigacion no se vieron afectados por el
uso de loci con alta frecuencia de alelos nulos debido a que al no existir estructura
poblacional los valores Fst no estuvieron sesgados, es decir fueron imparciales (Chapius y
Estoup, 2007). En las pruebas de asignacion, los alelos nulos reducen ligeramente la
correcta asignacion de individuos, pero esto probablemente no alterara el resultado global.
La exactitud en las pruebas de asignacion se vera mas afectada por incremento en el grado
de diferenciacion y el nimero de loci empleados (Carlsson, 2008).

En cuanto a los analisis genéticos, se encontrd que la variabilidad genética en los
loci de los individuos analizados fue alta. Todos los loci fueron polimorficos y el namero
de alelos por locus vario de 9 a 41. Al considerar las agrupaciones geograficas se encontrd
que el promedio de alelos fue similar en la mayoria de las poblaciones, exceptuando las
latitudes del Centro y del Sur, las cuales presentaron menor y mayor promedio de alelos
(Tabla 10), respectivamente. Sin embargo, cabe recalcar que en estas poblaciones el
namero de individuos analizados fue distinto (Centro con 9 y Sur con 27) y por lo tanto,
fue menor y mayor la cantidad de alelos que se pudieron encontrar. Por otro lado, el indice
de Shannon indicd alta variabilidad entre los individuos y la heterocigocidad promedio
esperada fue similar en todas las poblaciones, siendo en general de 0.831. La diversidad
genética encontrada en este estudio fue mayor a lo reportado en un estudio en Thais
chocolata (He= 0.79, numero promedio de alelos por locus= 12), en donde evaluaron a 80
individuos para la caracterizacion de 12 nuevos microsatélites (Gallardo-Escarte et al.,
S.F.).

Se obtuvieron resultados similares al comparar las poblaciones con alto y bajo

impacto humano. Se tuvo una alta variabilidad reflejada en el la heterocigocidad esperada,
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numero de alelos e indice de Shannon (Tabla 11), sin existir diferencias significativas entre
la variacion de los promedios entre ambas poblaciones (P>0.05). La alta variabilidad
encontrada podria responder a factores bioldgicos de la especie, por ejemplo las especies
con alta fecundidad que liberan un gran nimero de huevos o juveniles al ambiente, tienden
a mostrar mayor diversidad genética que las especies que producen menor cantidad de
descendencia de un tamafio mayor (Ellegren y Galtier, 2016). Thais melones presenta una
alta fecundidad (West, 1985) y en base a lo expuesto se predice que tenga una alta
variabilidad. Por otro lado, se ha visto que también influye el tipo de desarrollo larval de la
especie. En varios analisis genéticos realizados en gasterépodos con larva pelagica y sin
larva pelagica, se ha encontrado una disminucion de la diversidad genética en las especies
con las larvas no pelagica. En un estudio realizado en Hexaplex trunculus (que tiene
desarrollo directo) se ha encontrado baja variabilidad genética (Gonzalez-Tizén et al.,
2008).

Por otro lado, aunque genéticamente no se haya encontrado sefiales de los efectos
de la explotacién de la especie, fenotipicamente si han existidos cambios. En un estudio
realizado en las mismas localidades de Santa Cruz, San Cristobal y Esmeraldas, se ha
encontrado que para Santa Cruz y Esmeraldas existe diferencias significativas en los
tamanos de los individuos entre zonas con alto y bajo impacto humano, siendo mayor el
tamafo en zonas con baja impacto (Ruffin y Brandt, en prep.; Vinueza y Brandt, datos no
publicados). Por otro lado, aunque en San Cristobal no se encontraron diferencias
significativas en el tamafio del caracol, si existe la tendencia de que la poblacion de bajo
impacto presente tamafos mas grandes. Probablemente no existen sefiales en la diversidad
geneética, debido a que por factores de la historia natural, se tiende a tener mayor diversidad
en este tipo de especies (como se explicd anteriormente). También, la explotacion no es tan

intensiva o las diferencias en los tamafios son consecuencias recientes a la explotacion y
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puede demorar un tiempo hasta que la fecundidad y variabilidad genética respondan a estos
cambios. Por otro lado, debido al flujo génico entre las poblaciones, cualquier pérdida de
alelos que se de, se puede recuperar. Sin embargo, a pesar de haber encontrado una alta
variabilidad en las poblaciones de estudio, no se las debe dejar de monitorear ya que
podrian estar presentando problemas graves debido a perturbaciones ambientales, sin
mostrar indicios es su diversidad genética (Romiguier, et al., 2014).

En cuanto a las diferencias genéticas, los resultados mostraron que las distancias
genéticas fueron minimas entre las agrupaciones geogréaficas (Fst<0.02) y entre las
poblaciones con alto y bajo impacto humano (Fst=0.0003). Estos resultados se equiparan
con los de AMOVA, en donde no se observo variacion en los distintos niveles de
agrupacion de poblaciones probados, sino dentro y entre individuos (Tabla 16).
Equivalentemente, con los analisis de PCoA y Structure se encontré la ausencia de
estructura genética (Figuras 2-4).

El modelo usado en el programa Structure asume que los loci se encuentran en
equilibrio de Hardy Weinberg y de ligamiento, por lo tanto solo se emplearon 4 loci en el
analisis y aunque fue un ndmero bajo, no se encontré ningun indicio de estructura
poblacional. Ademas, se utilizé la informacién del sitio de muestreo para ayudar al
modelo, ya que ésta es (til cuando se tiene un bajo nimero de loci y muestras insuficientes
que no representan las poblaciones (Putman y Carbone, 2014). El valor r obtenido fue
mayor a 1, lo que implica que la informacion proporcionada fue poco informativa, siendo
irrelevante para el modelo; no existia relacion entre los lugares y la ascendencia. Ademas
los valores de a obtenidos también fueron mayores a 1, lo que indica que la mayoria de los
individuos se encontraban mezclados (Porras-Hurtado et al., 2013).

En cuanto a la deteccion de grupos genéticos (K), se determino con el método de

Evanno et al. (2005), que el mejor valor era K=2, pero como se ve en la Figura 2 K=1 es el
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resultado mas apropiado para este caso debido a que obtuvo el mayor valor en el logaritmo
de la probabilidad de K (Ln(K)). Ademas, el metodo de Evanno et al. (2005) no es Util para
detectar a un solo grupo genético y las proporciones de asignacion de cada individuo
fueron simétricas, lo que indica que no existia estructura poblacional (Porras-Hurtado et
al., 2013).

La poco diferenciacion genética y escasa estructura puede ser explicada por la
existencia de pocas barreras que impiden el flujo génico (Ciftc y Okumus, 2002), por el
poco tiempo de separacion o por la duracion de la etapa larvaria de la especie. Este ultimo
factor se ha usado como una estimacion de la capacidad de dispersion e intercambio entre
poblaciones (Olivia, 2012). No existen registros sobre la duracion de la etapa larvaria de
Thais melones, pero se conoce que la especie cercana Thais chocolata tiene un tiempo de
desarrollo larval de 4 meses (Romero et al., 2004) y Thais clavigera, de dos meses, lo que
le da la el potencial de desplazarse largas distancias, con ayuda de las corrientes marinas, y
mantener la conectividad entre las poblaciones geogréficas de este estudio (Cowen et al.,
2006; Xue et al., 2014). Guo et al. (2015) mencionan que la larga etapa larval de Thais
clavigera puede facilitar el flujo genético entre poblaciones separadas 3700 km,
ocasionado que exista baja estructura genética entre las mismas. Ademas, la escasa
estructura poblacional hallada en este esta investigacion concuerda con lo encontrado en
otros estudios de especies de moluscos que poseen un largo desarrollo larvario, alta
diversidad genética y bajos niveles de diferenciacion (Gardner et al., 2012; Olivia, 2012;
Xue et al., 2014; Gu et al., 2015). Se debe considerar que no solo se puede predecir la
estructura genética con el desarrollo de la etapa larvaria ya que hay factores que también
influyen como el comportamiento larvario, requerimientos ecoldgicos y patrones de las

corrientes (Piggott et al., 2008).
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El flujo génico encontrado en este estudio mostré una direccionalidad asimétrica,
de Galapagos a Ecuador continental (Tabla 21). Al analizar estos resultados con las
corrientes que pasan entre Ecuador continental y Galapagos se ve que hay discrepancias,
ya que se esperaria un flujo en sentido este a oeste y lo que se obtuvo, evidencia un flujo
en sentido contrario. Se debe considerar que existen limitaciones con la prueba, ya que
cuando se tiene una baja diferenciacion (Fst<0.05) es mas dificil para el programa
encontrar los resultados correctos. Por lo tanto, se deben realizar diferentes corridas,
cambiando las condiciones iniciales, para ver si existe consistencia entre los resultados y
escoger los valores que presenten menor desviacion (Faubet et al., 2007). Aunque
ciertamente se puede dar que los resultados de tasas de migracion no sean exactos, se
puede notar una direccionalidad asimétrica del flujo de migracion, que fue consistente en
todas las corridas independientes que se realizaron. Esta direccionalidad podria estar
relacionada a los cambios que ocurren en las corrientes debido a la influencia del
fendmeno del Nifio en la regién. En este caso, los vientos alisios que provienen del sureste
se debilitan y por lo tanto las aguas superficiales ya no son empujadas por los vientos del
este al oeste, por lo que el flujo de las mismas se podria invertir (INOCAR, S.F). Con esto,
probablemente el flujo hacia el oeste disminuird y prevalecera aquel en direccion oeste-
este existiendo consecuencias en la direccion e intensidad de dispersion larval (Kim et al.
2007).

En cuanto a los analisis de cuellos de botella, se ve que variaron segun las pruebas
utilizadas y el modelo de mutacion asumido, logrando resultados no concluyentes.
Ademas, se ve diferencias segun las agrupaciones realizadas. Si se consideran las regiones,
no se detectan cuellos de botella en un pasado reciente (Tabla 18), pero si se corren los
analisis a una menor escala, considerando las islas o latitudes, si hay sefiales de cuellos de

botella (dependiendo del modelo mutacional, Tabla 19). Probablemente, a nivel de
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regiones no se detecta debido a que se estan agrupando diferentes poblaciones y aquellas
poblaciones que no han pasado por un cuello de botella, enmascaran las sefiales de las que
si. Por otro lado, si te toma en cuenta los modelos de mutacién, el mas apropiado seria el
TPM debido a que es un modelo mas realista, se basa en la teoria de coalescencia y es un
intermedio entre los modelos IAM (Infinite alleles model) y SMM (Di Rienzo et al, 1994).
En el modelo SMM en cada mutacion se genera un nuevo alelo, en donde se agrega o
elimina una unidad de repeticion. Este modelo se acopla mas a los microsatélites, pero no
en todos los casos (Putman y Carbone, 2014). Bajo un punto de vista mas conservador se
podrian tomar los resultados bajo este modelo y decir que ninguna poblacion ha pasado por
un cuello de botella reciente. Asimismo, se debe tener precaucion al interpretar estos
resultados, ya que se recomienda que el tamafio de las poblaciones sea de 15 a 40

individuos, para tener una alto poder estadistico (Piry et al., 1999).
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9. CONCLUSIONES

Se desarrollaron 27 primers para microsatélites, de los cuales 13 sirvieron en el
estudio genético de las poblaciones de Thais melones.

Existe un nivel alto de diversidad genética en los loci y poblaciones estudiadas de
Thais melones, reflejado en la heterocigocidad, nimero de alelos promedio por
locus e indice de Shannon. EI mayor porcentaje de variabilidad se da dentro (74%)
y entre los individuos (25%).

No existe estructura genética. Hay conectividad entre las distintas poblaciones de
estudio, probablemente debido a la existencia de una fase larval de larga duracion.
Los andlisis de PCoA e inferencia bayesiana muestran escasa estructura
poblacional. Todas los individuos estudiados se agrupan en una sola poblacion.

No existen diferencias genéticas entre las poblaciones de Thais melones con alto y
bajo impacto humano debido a su explotacion. Probablemente debido a la alta
inmigracion las poblaciones con alto impacto humano se recuperan.

No existe diferencias genéticas entre las poblaciones de Thais melones debido a su

ubicacion geografica.
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10. RECOMENDACIONES

Optimizar las condiciones de PCR para lograr amplificacion con los loci
descartados; ademas de realizar repeticiones de los experimentos para validar los
resultados y determinar el porcentaje de error.

Volver a realizar reacciones de PCR para los loci que mostraron alta frecuencia de
alelos nulos. Si es que la frecuencia sigue siendo igual, secuenciar un minimo de
muestras para diferenciar entre los individuos que son verdaderamente
homocigotos de los que son homocigotos por alelos nulos, para asi modificar la
secuencia del primer y la amplificacion.

Aumentar el numero de individuos por poblacion geogréfica para tener un nimero
de muestras equitativo e incrementar el poder estadistico de las pruebas genéticas.
Realizar simulaciones con los datos obtenidos en esta investigacion (niveles de
diferenciacion y frecuencias de alelos) para saber el nUmero apropiado de loci e
individuos por poblacion, que permitan alcanzar un adecuado poder estadistico en
futuras investigaciones.

Realizar estudios de dinamica poblacional de Thais melones para tener informacion
gue permita comparar e interpretar los resultados de analisis genéticos.

Realizar estudios de captura de Thais melones y de afluencia humana en los sitios

de estudio para tener una mejor idea de la intensidad de su explotacion.
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12. TABLAS

Tabla 1. Numero de individuos de Thais melones colectados para el presente estudio, segun la localidad en cada provincia.
Ademas, se indica el potencial impacto humano en base a la cercania de las localidades a las zonas pobladas.

Regidn Isla (Galapagos) o Latitud (Continente) Localidad Potencial Impacto Humano [ NUmero de muestras colectadas
- Bahia Naufragio Alto 10
San Cristobal Rosa Blanca Bajo 10
. Playa de los Perros Alto 10
Galapagos Santa Cruz Caamano Bajo 10
Floreana Montura _ Alt_o 10
Luz del dia Bajo 10
Estero de Platano Alto 10
Norte - -
Playa Escondida Bajo 9
Ecuador continental Centro La Tifiosa Medio 9
La Entrada Alto 10
Sur Machalilla Medio 10
La Playita Bajo 10
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Tabla 2. Primers desarrollados y seleccionados para el estudio genético de las poblaciones de Thais melones provenientes de
Galapagos y Ecuador continental.

Locus Secuencia (5'-3") Motivo repetido | Fluoréforo | T (°C) |No. de alelos |Tamafio de alelos (pb)
F: CAAACCAATCGATCAAACCAACCG

THM-22 R CCCACTCTGCTCATTTCGATCCC TTGG(32) 6-FAM 60 33 125-390
F: CCTGTCTGCATTGTGTTCGTTTCCC

THM-6 o CAACACAAGACAACACGTCACGGC AGTGT(40) HEX 60 24 101-234
F: CATTAAACCTGCCCCTGTTCACCG

THM-7 B GCCGTGATGTGTCTTGTACTGTGGC TGTGC(40) 6-FAM 64 o 138-186
F: TGTGACAAGATAAGCTAAGTGATCAGGG

THM-8 IR TGAGAAATCTGTCGTGACAGTAAGCG AGTGT(65) HEX 64 12 131-185
F: TGGTAGCCTTCTGTAAGTGCTGTGGG

THM-9 o G CAGCCCAAAGTCCAGGD AATAC(55) 6-FAM 60 30 124-274
F: AAACAAAGACCGATCATTTCTGCC

THM-19 R T CTGACGCTCTGTTGGTCTGCC TGCC(32) HEX 60 14 126-178
F: ACGCGATTTCTTAGGGAGAACAGCC

THM-1 L R AATGCTGTCTCTGATTCACTGGCCC AATAC(50) 6-FAM 60 41 155-552
F: GTGTTTGGGGTCGTGTAGTGGG

THM-12 e G ACACTTTACATGGTATACTCTTCAACGC TGTGG(65) HEX 60 35 105-440
F: ACCATAAATCTGTCCCAGCAGAGCC

THM-13 TCTG(52) 6-FAM 64 19 130-202
R: ATGTGGGATCCTCAGATCGTGGC

THM-10 | AAATCTGTTGCTGTCAAGCTCTCCC ATACC(40) 6-FAM 62 12 178-244
R: CGACATACCATACTGTACCATAACAGACCC
F: AAGTACAATGACTTTATTTCCTCCAGCCC

THM-21 e GTCTTTGTACCTGTATATCTCTGCCACCCC TCTG(32) HEX 62 29 105-229

THM.3 F: CCATACCACATCAGTCCACATAATGCC TGTGG(50 5-EAM 62 o4 143.498

~ |R: CTGTCAGTAACAATCTGTGCGTGGC (50) i i

F: TTTTCTTATGTCCAGCCCTCTGGG

THM-24 I T CGTGTCTGATTGTCTACCTGCC ATCT(72) HEX 62 34 120-240

THM-25 |FLCGTCAGTCTGTTTCCTGTTIGCC TCTG(36) 6-EAM 60 14 140-198

R:AAAATCAGCAGATCAAGGGGC

T: temperatura de hibridacién.
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Tabla 3. Analisis del equilibrio de Hardy-Weinberg para las regiones de Galapagos y Ecuador continental, en Thais melones.

.. Locus

Region THM-22 | THM-7 | THM-8 | THM-11 | THM-12 | THM-19 | THM-10 | THM-13 | THM-3 | THM-24 | THM-25 | THM-6 | THM-9
Ho 0.292|0.603|0.907| 0.678| 0.564| 0.603| 0.914| 0.810|0.678| 0.545| 0.828|0.238]| 0.558

Galapagos |He 0.955]0.633|0.871| 0.959| 0.907| 0.879| 0.829| 0.918|0.910| 0.960| 0.847|0.884| 0.786
Valor p 0.000|0.750| 0.728| 0.000| 0.000| 0.000| 0.250| 0.009|0.000| 0.000| 0.446|0.000| 0.000

Ecuador Ho 0.468|0.709]|0.920| 0.667| 0.633| 0.593| 0.836| 0.873|0.655| 0.709| 0.787|0.282]| 0.558

continental He 0.957]0.637|0.875| 0.962| 0.900| 0.887| 0.823| 0.931|0.878| 0.953| 0.845|0.937| 0.672
Valor p 0.000] 0.258|0.152| 0.000| 0.000| 0.000| 0.438| 0.196|0.000| 0.000| 0.811|0.000| 0.364

Ho: heterocigocidad observada; He: heterocigocidad esperada; valor p de significancia estadistica (nivel de significancia 0.0157).




Tabla 4. Analisis del equilibrio de Hardy-Weinberg considerando las seis ubicaciones geograficas, en Thais melones.
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Ubicacioén Locus
geografica THM-22 [THM-7 | THM-8 | THM-11 | THM-12 | THM-19 |THM-10 | THM-13 | THM-3 | THM-24 | THM-25 | THM-6 | THM-9
Ho 0.308| 0.650| 0.950| 0.650| 0.389| 0.400| 0.900| 0.789| 0.850| 0.611| 0.850| 0.235| 0.636
?:?ir;tébal He 0.954| 0.641| 0.858| 0.944| 0.890| 0.796| 0.817| 0.926| 0.931| 0.952| 0.868| 0.900| 0.706
Valor p| 0.000| 0.859| 0.571| 0.002| 0.000| 0.001| 0.333| 0.017| 0.133| 0.000| 0.260| 0.000| 0.383
Ho 0.188| 0.667| 0.933| 0.632| 0.500| 0.722| 0.889| 0.789| 0.632| 0.471| 0.778] 0.364| 0.571
Santa Cruz |He 0.933| 0.695| 0.897| 0.962| 0.871| 0.871| 0.810| 0.926| 0.898| 0.955| 0.837| 0.870| 0.778
Valor p| 0.000| 0.140| 0.762| 0.000f 0.000| 0.008| 0.253| 0.042| 0.007| 0.000| 0.331| 0.000| 0.043
Ho 0.368| 0.500| 0.842| 0.750| 0.789| 0.700| 0.950| 0.850| 0.550| 0.550| 0.850| 0.143| 0.500
Floreana He 0.942| 0.586| 0.868| 0.945| 0.923| 0.912| 0.847| 0.908| 0.891| 0.969| 0.803| 0.786| 0.840
Valor p| 0.000| 0.131] 0.808| 0.008| 0.002| 0.035| 0.542| 0.444| 0.000| 0.000| 0.876| 0.000| 0.000
Ho 0.438| 0.632| 1.000| 0.647| 0.588| 0.684| 0.684| 1.000| 0.684| 0.632| 0.842| 0.417| 0.467
Norte He 0.925| 0.683| 0.867| 0.963| 0.857| 0.839| 0.808| 0.933| 0.875| 0.957| 0.889| 0.909| 0.515
Valor p| 0.000| 0.871| 0.557| 0.000| 0.021| 0.023| 0.239| 0.964| 0.003| 0.000| 0.706| 0.000| 0.649
Ho 0.375| 0.889| 0.778| 0.750| 0.667| 0.444| 0.889| 0.556| 0.556| 0.889| 1.000| 0.286| 0.833
Centro He 0.942| 0.699| 0.843| 0.925| 0.889| 0.902| 0.771] 0.876| 0.863| 0.948| 1.000| 0.934| 0.818
Valor p| 0.000| 0.737| 0.428| 0.029| 0.216| 0.001| 0.458| 0.020| 0.040| 0.491| 1.000| 0.000| 0.469
Ho 0.522| 0.704| 0.920| 0.654| 0.652| 0.577| 0.926| 0.889| 0.667| 0.704| 0.741| 0.200| 0.545
Sur He 0.950| 0.588| 0.887| 0.957| 0.919| 0.888| 0.855| 0.927| 0.901| 0.941| 0.825| 0.927| 0.722
Valor p| 0.000| 0.045| 0.145| 0.000| 0.000| 0.002| 0.372| 0.392] 0.001| 0.000| 0.751| 0.000| 0.151

Ho: heterocigocidad observada; He: heterocigocidad esperada; valor p de significancia estadistica (nivel de significancia 0.0157).
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Tabla 5. Analisis del equilibrio de Hardy-Weinberg para las poblaciones, segun su potencial impacto humano, en Thais melones.

Nivel de Locus
impacto humano THM-22 | THM-7 | THM-8 | THM-11 | THM-12 | THM-19 | THM-10 | THM-13 | THM-3 | THM-24 | THM-25 | THM-6 | THM-9
Ho 0.310]0.612|0.955| 0.660| 0.512| 0.592| 0.878| 0.896|0.714| 0.612| 0.854|0.355|0.512
Alto He 0.954]0.653|0.885| 0.962| 0.897| 0.866| 0.828| 0.924|0.907| 0.959| 0.861|0.909|0.683
Valor p| 0.000/0.170/0.791| 0.000| 0.000| 0.001| 0.173| 0.216]0.004| 0.000| 0.589|0.000|0.022
Ho 0.447]0.681|0.907| 0.667| 0.644| 0.638| 0.872| 0.813|0.667| 0.614| 0.792|0.184|0.516
Bajo He 0.952]0.636/0.850| 0.959| 0.915| 0.884| 0.824| 0.920/0.904| 0.950| 0.852|0.902|0.760
Valor p| 0.000/0.841/0.370| 0.000| 0.000| 0.001| 0.198| 0.012]0.000| 0.000| 0.362|0.000|0.005
Ho: heterocigocidad observada; He heterocigocidad esperada; Valor p de significancia estadistica (nivel de significancia 0.0157).
Tabla 6. Frecuencia de alelos nulos para las regiones de Galadpagos y Ecuador continental de Thais melones.
Regidn Locus
THM-22 | THM-7 | THM-8 | THM-11 | THM-12 | THM-19 | THM-10 | THM-13 | THM-3 | THM-24 | THM-25 | THM-6 | THM-9
Galdpagos 0.336| 0.003| 0.000| 0.141| 0.181] 0.145| 0.000| 0.054| 0.120| 0.208| 0.000| 0.341| 0.127
Ecuador continental | 0.247| 0.000| 0.000| 0.150| 0.133| 0.153| 0.009| 0.023| 0.108| 0.120| 0.015| 0.334| 0.108
Tabla 7. Frecuencia de alelos nulos considerando las seis ubicaciones geograficas de Thais melones.
Ubicacion Locus
geografica THM-22 | THM-7 | THM-8 | THM-11 | THM-12 | THM-19 | THM-10 | THM-13 | THM-3 | THM-24 | THM-25 | THM-6 | THM-9
San Cristobal 0.319| 0.000| 0.000| 0.142| 0.257| 0.220| 0.000| 0.058| 0.051| 0.165| 0.000| 0.341| 0.049
Santa Cruz 0.377| 0.000| 0.000| 0.163| 0.191| 0.058| 0.011| 0.062| 0.136| 0.239| 0.000| 0.258| 0.102
Floreana 0.287| 0.041| 0.000f 0.086| 0.066| 0.110| 0.000f 0.028| 0.163| 0.208| 0.000| 0.352] 0.170
Norte 0.242| 0.000| 0.000| 0.151] 0.132| 0.056| 0.051| 0.000| 0.088| 0.154| 0.000| 0.244| 0.061
Centro 0.213| 0.000| 0.000| 0.151| 0.122] 0.158| 0.000f 0.000| 0.103| 0.109| 0.038| 0.370| 0.127
Sur 0.271| 0.000| 0.000| 0.054| 0.096]| 0.231| 0.000f 0.138| 0.149| 0.000| 0.000| 0.317] 0.000




Tabla 8. Frecuencia de alelos nulos para las dos poblaciones, segun potencial impacto humano, de Thais melones.
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Nivel de impacto humano Locus

THM-22 | THM-7 | THM-8 | THM-11 | THM-12 | THM-19 | THM-10 | THM-13 | THM-3 | THM-24 | THM-25 | THM-6 | THM-9
Alto 0.326]0.008|0.000| 0.154| 0.201| 0.147| 0.000| 0.014]0.099| 0.173| 0.000|0.288/0.113
Bajo 0.254|0.000|{0.000| 0.145| 0.140| 0.120| 0.000| 0.049|0.117| 0.165| 0.022|0.373/0.136

Tabla 9. Medidas de diversidad genética para las regiones de Galapagos y Ecuador continental de Thais melones utilizando 13

loci microsatelitales

Region N Na Ne I No. Pa Ho He F

Galapagos Media 54.231 18.385 10.177 2.410 4.308 0.632 0.864 0.257
ES 1.665 2.194 1.643 0.159 0.923 0.058 0.024 0.072

Ecuador continental | Media 50.385 18.846 10.299 2.413 4.769 0.668 0.857 0.206
ES 1.452 2.178 1.676 0.159 0.975 0.058 0.028 0.064

N: nimero promedio de muestras; Na: nimero promedio de alelos; Ne: nimero promedio de alelos efectivos; I: indice de Shannon; No.pa: nimero de
alelos privados; Ho: heterocigocidad observada; He: heterocigocidad esperada; F: indice de fijacién; ES: Error estandar.




Tabla 10. Medidas de
microsatelitales.
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diversidad genética para las seis ubicaciones geograficas de Thais melones utilizando 13 loci

Ubicacién geografica N Na Ne I No. Pa Ho He F
San Cristébal Media 18.154 11.462 7.857 2.128 1.154 0.632 0.836 0.230
ES 0.815 1.060 1.014 0.130 0.317 0.066 0.027 0.083
Santa Cruz Media 16.923 11.846 7.818 2.151 0.923 0.626 0.843 0.248
ES 0.655 1.208 1.043 0.122 0.329 0.058 0.020 0.074
Floreana Media 19.154 12.692 8.216 2.174 1.308 0.642 0.840 0.233
ES 0.465 1.521 1.186 0.151 0.286 0.064 0.027 0.076
Norte Media 17.385 12.000 7.681 2.118 1.308 0.670 0.823 0.177
ES 0.605 1.144 1.119 0.137 0.365 0.052 0.033 0.059
Centro Media 7.846 7.615 5.756 1.797 0.231 0.685 0.791 0.082
ES 0.629 0.772 0.619 0.128 0.122 0.062 0.031 0.123
Sur Media 25.154 14.538 8.934 2.280 2.308 0.669 0.851 0.198
ES 0.659 1.500 1.145 0.145 0.559 0.054 0.029 0.072

N: nimero promedio de muestras; Na: nimero promedio de alelos; Ne: niumero promedio de alelos efectivos; I: indice de Shannon; No.pa: nimero de

alelos privados; Ho: heterocigocidad observada; He: heterocigocidad esperada; F: indice de fijacion; ES: Error estandar.
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Tabla 11. Medidas de diversidad genética para las 10 poblaciones (segun su potencial impacto humano) de Thais melones
utilizando 13 loci microsatélites.

Poblacién Potencial impacto humano N Na Ne I No.Pa Ho He F
Bahia Naufragio Media 9.462 8.538 6.015 1.876 0.538 0.641 0.799 0.189
Alto ES 0.312 0.798 0.679 0.116 0.268 0.070 0.028 0.086
Rosa Blanca _ Media 8.692 7.923 5.969 1.852 0.231 0.610 0.805 0.228
Bajo ES 0.634 0.645 0.539 0.107 0.166 0.071 0.026 0.094
Playa de los Perros Media 9.077 8.615 6.104 1.897 0.692 0.677 0.802 0.150
Alto ES 0.459 0.721 0.730 0.106 0.308 0.068 0.028 0.083
Caamafio _ Media 7.846 7.462 5.614 1.806 0.231 0.580 0.801 0.264
Bajo ES 0.337 0.685 0.556 0.097 0.166 0.057 0.019 0.081
Montura Media 9.462 9.154 6.786 1.972 0.462 0.642 0.820 0.212
Alto ES 0.312 0.912 0.841 0.122 0.183 0.065 0.025 0.080
Luz de Dia - Media 9.692 8.692 6.424 1.908 0.769 0.645 0.809 0.211
Bajo ES 0.175 0.923 0.705 0.135 0.201 0.073 0.030 0.086
Estero del Platano Media 8.154 8.000 6.093 1.860 0.538 0.653 0.800 0.179
Alto ES 0.296 0.630 0.659 0.111 0.268 0.061 0.030 0.072
Playa Escondida _ Media 9.231 8.692 5.996 1.875 0.692 0.679 0.790 0.128
Bajo ES 0.361 0.711 0.740 0.120 0.263 0.055 0.036 0.067
La Entrada Media 9.154 8.923 6.340 1.946 0.923 0.636 0.818 0.226
Alto ES 0.373 0.729 0.648 0.101 0.288 0.064 0.022 0.074
La Playita _ Media 8.538 8.385 6.812 1.930 0.538 0.735 0.818 0.070
Bajo ES 0.215 0.747 0.704 0.127 0.268 0.065 0.031 0.105

N: namero promedio de muestras; Na: nimero promedio de alelos; Ne: nimero promedio de alelos efectivos; I: indice de Shannon; No.pa: nimero de
alelos privados; Ho: heterocigocidad observada; He: heterocigocidad esperada; F: indice de fijacion, ES: Error estandar.
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Tabla 12. Medidas de diversidad genética para las dos clasificaciones (segun su potencial impacto humano) de Thais melones
utilizando 13 loci microsatelitales.

Nivel de Impacto Humano N Na Ne I No. Pa Ho He F

Alto Media 45.308 18.538 10.083 2.415 4.769 0.651 0.859 0.233
ES 1.447 2.027 1.637 0.150 0.928 0.057 0.027 0.068

Bajo Media 44.000 17.462 9.647 2.362 3.692 0.649 0.860 0.232
ES 1.463 2.156 1.428 0.158 0.936 0.053 0.025 0.070

N: nimero promedio de muestras; Na: nimero promedio de alelos; Ne: numero promedio de alelos efectivos; I: indice de Shannon; No.pa: nimero de
alelos privados; Ho: heterocigocidad observada; He: heterocigocidad esperada; F: indice de fijacion. Machalilla y La Tifiosa no fueron considerados para

estos analisis debido a su nivel intermedio de impacto humano.

Tabla 13. Matriz de distancia genética de Weir (Fst) entre las regiones de Galdpagos y Ecuador continental, en Thais melones.

Galapagos | Ecuador continental
Galdpagos 0.0000
Ecuador continental 0.0017 0.0000

Tabla 14. Matriz de distancia genética de Weir (Fst) entre las 6 ubicaciones geogréaficas de Thais melones.

San Cristdbal | Santa Cruz | Floreana | Norte Centro |Sur
Santa Cruz 0.00429 0.00000
Floreana 0.00348 0.00223|0.00000
Norte -0.00344 0.00428| 0.01047| 0.00000
Centro 0.00388 0.00118| 0.00791| 0.00705 |0.00000
Sur 0.00093 0.00460| 0.00048|-0.00010|0.00279 |0.00000
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Tabla 15. Matriz de distancia genética de Weir (Fst) entre 10 poblaciones (segun su potencial impacto humano) de Thais

melones.
Bahia Rosa Blanca Playa de los Caamano Montura Luz del Dia Estero de Playa La Entrada
Naufragio (bajo Perros (bajo (alto (bajo Platano Escondida (alto
(alto impacto) impacto) (alto impacto) impacto) impacto) impacto) (alto impacto) | (bajo impacto) | impacto)
Rosa Blanca 0.0051 0.0000
Playa de los
Perros 0.0053 -0.0043 0.0000
Caamafo 0.0329 0.0088 0.0178 0.0000
Montura 0.0019 -0.0057 -0.0037 0.0125 0.0000
Luz del Dia 0.0155 -0.0056 0.0077 0.0017 -0.0101 0.0000
Els;gr?ode 0.0063 -0.0088 -0.0069 0.0199 0.0032 0.0061 0.0000
Playa Escondida -0.0099 -0.0022 -0.0057 0.0257 0.0019 0.0121 -0.0056 0.0000
La Entrada 0.0101 -0.0017 0.0010 0.0111 -0.0101 -0.0072 -0.0082 0.0041 0.0000
La Playita -0.0023 -0.0069 -0.0037 0.0239 -0.0047 0.0026 0.0039 -0.0051 -0.0063

Tabla 16. Andlisis de varianza molecular de individuos de Thais melones agrupados en distintos niveles. siendo el menor las 12
localidades de muestreo y el mayor Galapagos y Ecuador continental. Se muestran promedios de estadisticos F junto a la
significancia estadistica.

Niveles/ Entre grupos Entre poblaciones dentro de grupos Entre mpdcl\tl)'lgg%snggmro de Dentro de individuos
Fuente de

variacion sc | cv | %v. F((P:)T sc | cv |%v.| Fsc(P) sC |cv | wv. | FISP) | sc | cVv | %v. FIT (P)
é;ﬁ?;gﬂjélezs) - - - -180.317 | 0.01575 | 0.277 | 0.003(0.000) | 647.590 | 1.425 | 25.149 | 0.252(0.00) | 450.50 | 4.226 | 74.573 | 0.254(0.000)
?S[S%'?:tii 4 |3805(00140.241|0.002(0.241) | 42.263 | 0.004 | 0.064 | 0.001(0.397) | 647.590 | 1.425 | 25.142 | 0.252(0.00) | 450.50 | 4.226 | 74.553 | 0.254(0.000)
2regiones:

Egr‘:fi‘gg:]tal us | 7:6780.002 | 0.040 | 0.000(0.391) | 72.440|  0.014 | 0.251 | 0.003(0.197) | 647.590 | 1.425 | 25.142 | 0.252(0.00) | 450.50 | 4.226 | 74553 | 0.254(0.000)
Galapagos

S.C: suma de cuadrados; C.V: componentes de varianza; % v: porcentaje de variacion; valor p de significancia estadistica (nivel de significancia 0.05).
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Tabla 17. Valores para la estimacion de K optima por medio del método de Evanno et al. (2005) a partir de los datos obtenidos
en Structure Harvester de los individuos de Thais melones.

K |Repeticiones | Media LnP(K) Eﬁ;'ﬁf’; L’(K) |[Ln”(K)] |Deltak
1 15 71640.74| 0.4926 i i i
2 15 T1653.35| 865.83| -126.07| 83133] _ 0.96
3 15 T1657.65| 192.95| -429.33] 120.67| _ 0.06
4 15 T1663.15| 199.19] 550.00] 732.67|  0.37
5 15 1167597 263.69| -128.27 : ;

K: nimero de agrupaciones; Media LnP(K): promedio del logaritmo natural de la probabilidad de
los datos, dado un valor de K; DesEsta LnP(K): desviacién estdndar del logaritmo natural de la
probabilidad de los datos, dado un valor de K; Ln’(K): derivada de primer orden de la probabilidad
de los datos, dado un valor K; [Ln”(K)]: derivada de segundo orden de la probabilidad estimada
de los datos, dado un valor K; Delta K: tasa de cambio del logaritmo de la probabilidad de los
datos.

Tabla 18. Analisis de Probabilidad de exceso de heterocigocidad en base a la prueba de estadistica de Wilcoxon y segun
diferentes modelos mutacionales para las regiones de Galapagos y Ecuador continental de Thais melones.

Regi6n Probabilidad de exceso de heterocigocidad
TPM SMM

Galapagos 0.179 0.894

Ecuador continental 0.410 0.920

TPM: Two phase model. SMM: Stepwise mutational model. Nivel de significancia
0.05. si p <0.05 la poblaciones no se encuentran en equilibrio de mutacion y deriva,
han pasado por un cuello de botella en el pasado reciente.
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Tabla 19. Analisis de Probabilidad de exceso de heterocigocidad en base a la prueba estadistica de Wilcoxon y segun
diferentes modelos mutacionales para las seis ubicaciones geogréficas de Thais melones.

Ubicacién geografica Probabilidad de exceso de heterocigocidad
TPM SMM
San Cristobal 0.021 0.486
Santa Cruz 0.017 0.515
Floreana 0.285 0.689
Norte 0.266 0.266
Sur 0.235 0.661

TPM: Two phase model. SMM: Stepwise mutational model. Nivel de significancia 0.05. si p
<0.05 la poblaciones no se encuentran en equilibrio de mutacién y deriva.han pasado por un
cuello de botella en el pasado reciente.

Tabla 20. Andlisis de Probabilidad de exceso de heterocigocidad en base a la prueba estadistica de Wilcoxon y segun
diferentes modelos mutacionales para las dos poblaciones (en base a su potencial impacto humano) de Thais melones.

Potencial impacto humano

Probabilidad de exceso de heterocigocidad

TPM

SMM

Alto

0.425

0.974

Bajo

0.212

0.999

TPM: Two phase model. SMM: Stepwise mutational model. Nivel de significancia 0.05. si p
<0.05 la poblaciones no se encuentran en equilibrio de mutacioén y deriva, han pasado por un
cuello de botella en el pasado reciente.



Tabla 21. Estimacion de tasas de migracion entre las regiones de Ecuador continental y Galapagos, en Thais melones.

Destino
Origen Galapagos Continente
Galapagos 0.9946 0.3274
Continente 0.0054 0.6726

Tabla 22. Estimacion de tasas de migracion entre las 2 poblaciones de San Cristébal, en Thais melones.

Destino
Origen Bahia Naufragio Rosa Blanca
Bahia Naufragio 0.843 0.2082
Rosa Blanca 0.157 0.7918

Tabla 23. Estimacion de tasas de migracion entre las 2 poblaciones de Santa Cruz, en Thais melones.

Destino
Origen Playa de los Perros Caamaio
Playa de los Perros 0.8961 0.1245
Caamaiio 0.1039 0.8755




Tabla 24. Estimacién de tasas de migracion entre las 2 poblaciones de Floreana, en Thais melones.

Destino
Origen Montura Luz del Dia
Montura 0.8322 0.1505
Luz de Dia 0.1678 0.8495

Tabla 25. Estimacion de tasas de migracion entre las 2 poblaciones de Esmeraldas, en Thais melones.

Destino
Origen Estero de Platano | Playa Escondida
Estero de Platano 0.7915 0.1398
Playa Escondida 0.2085 0.8602

Tabla 26. Estimacién de tasas de migracion entre las poblaciones de la playita y La Entrada ,en Thais melones.

Destino
Origen La Entrada La Playita
La Entrada 0.8885 0,1843
La Playita 0,1115 0,8157




13. FIGURAS

o

Figura 1. Mapa de las 12 localidades de estudio. Los puntos rojos indican los
sitios muestreados. Arriba: Islas Galapagos. Abajo: Ecuador continental.
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Figura 2. Andlisis de coordenadas principales (PCoA) en dos dimensiones, correspondiente a
muestras de Thais melones. Se obtuvo de la matriz de disimilitud elaborada con 114 individuos
y 13 loci. Las poblaciones se identifican de la siguiente manera: San Cristobal (café), Santa
Cruz (negro), Floreana (morado), Norte (verde), Centro (rojo) y Sur (celeste). No existen
agrupamientos claros entre los individuos, mas bien se da una distribucion aleatoria en todos los
cuadrantes.
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Figura 3 . Andlisis de coordenadas principales (PCoA) en dos dimensiones, correspondiente
a muestras de Thais melones. Se obtuvo de la matriz de disimilitud elaborada con 97
individuos y 13 loci. Las poblaciones se identifican de la siguiente manera: alto impacto
humano (rojo) y bajo impacto humano (negro). Los individuos se encuentran dispersos en
todos los cuadrantes, no existen agrupamientos segun las poblaciones.
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Figura 3. Media de L(K) y varianza por cada valor K de a partir de los datos
obtenidos en Structure Harvester de los individuos de Thais melones.
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