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RESUMEN

El lobo fino de Galapagos (Arctocephalus galapagoensis), especie endémicas de las
Islas Galapagos, pertenece a la familia Otaridae y su patron filogeogréfico ayuda a
entender de mejor manera la dinamica poblacional y su colonizacién en el
Archipiélago. El presente estudio pretende dar a conocer la diversidad genética
asociada a patrones biogeogréficos de A. galapagoensis en toda su area de
distribucion (4 islas), con el fin de entender su historia evolutiva. Se recolecté un total
de 80 muestras de piel de cachorros de diferentes colonias del archipiélago durante
el Crucero de Investigacion de la Universidad San Francisco de Quito entre los afios
2014 y 2016. Las secuencias analizadas de la region control de ADN mitocondrial
pertenecientes a las poblaciones de A. galapagoensis muestran que hay un total de
diez haplotipos que los individuos de distintas localidades comparten entre si. La red
de haplotipos o Minimun Spanning Network sustenta la poca diversidad genética que
se encontr6 entre los individuos que componen las poblaciones de las Islas
Galdpagos. Estos resultados van de la mano con los valores de D de Tajima los
cuales sugieren que estas poblaciones estan en un proceso de expansion después
de un posible evento de cuello de botella el cual redujo esta diversidad. Posibles
factores que pueden influir son la fuerte filopatria que tienen los otaridos reduciendo
el flujo génico entre las poblaciones, o posibles efectos de cambios biéticos y abioticos
causados por anomalias como El Nifio. Estos posibles efectos en la dinamica
poblacional pueden tener consecuencias a largo plazo ya que eventualmente pueden
incrementar el riesgo de extincion de las especies, por lo que estudios de este tipo
son de vital importancia para su conservacion.

Palabras clave: lobo fino de Galadpagos, haplotipo, filopatria, distribucién
geografica, ADN mitocondrial.



ABSTRACT

The Galapagos fur seal (Arctocephalus galapagoensis), endemic to the Galapagos
Islands, belongs to the Otariidae family. Phylogeographic patterns of this species
reflects its population dynamics and colonization events in the Archipelago. The
present study aims to understand the genetic diversity associated with biogeographic
data of A. galapagoensis across all its distribution (4 islands). A total of 80 skin
samples from newborn puppies of different colonies of the archipelago were collected
during the Universidad San Francisco de Quito Research Cruise between 2014 and
2016. The analyzed sequences of the mitochondrial DNA control region show a total
of ten haplotypes shared by individuals from different islands. The haplotype network
(or Minimun Spanning Network) supports the results of reduced genetic diversity that
was found among the individuals of the Galapagos Islands. This results are further
confirmed by Tajima’s D values suggesting a population expansion following a genetic
bottleneck. Several factors could have influenced these results such as the strong
philopatry that otarids present, which generally reduces gene flow between
populations, or the biotic and abiotic effects of oceanic anomalies such as El Nifio.
These factors could eventually increase the risk of extinction, therefore studies of this
type are of vital importance for their conservation.

Key words: Galdpagos fur seals, haplotype, philopatry, geographic distribution,
mitochondrial DNA.
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INTRODUCCION

Las Islas Galapagos se caracterizan por tener una gran diversidad y
abundancia de especies marinas Yy terrestres. El archipiélago es un grupo de islas
remotas en donde las especies que alli habitan se encuentran aisladas de sus
especies hermanas continentales y por lo general, tienden a evolucionar a formas
endémicas (Caccone et al., 2002).

A pesar de haberse realizado varios estudios filogeogréaficos en las Islas
Galapagos, no parece existir un patrén al que todas las especies se rijan. Por un lado
tenemos el caso de las iguanas marinas (Amblyrhynchus cristatus) que su alta
diversidad genética estaria asociada a una baja filopatria, permitiendo que exista un
mayor rango de dispersién y un mayor intercambio genético entre las poblaciones
dentro y entre islas (Lanterbecq et al., 2010). De igual manera, Duffie et al., (2009)
han reportado evidencia de una importante diversidad genética entre las distintas
poblaciones de cormoran no volador (Phalacrocorax harrisi) dentro del archipiélago.
Por otro lado, en el caso del lobo marino de Galapagos (Zalophus wollebaeki), Wolf
et al., (2007) sugieren que la baja diversidad genética encontrada no estaria
relacionada con los severos eventos de El Nifio, ni tampoco se evidencian efectos de
cuello de botella recientes. Todos estos estudios demuestran que no existe un patrén
claro que influya en la diversidad de estas especies dentro del Archipiélago. Aun mas
importantes son los estudios de especies de las cuales se hayan reportado
disminuciones dramaticas en sus numeros en los Ultimos afos, este es el caso del

lobo fino de Galapagos.
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El lobo fino de Galapagos (Arctocephalus galapagoensis); es una especie
perteneciente a la familia Otaridae y uno de los pocos mamiferos endémicos de las
Islas Galapagos (Trillmich, 1987). En un principio, el lobo fino de Galdpagos era
considerado una subespecie de A. australis (A. australis galapagoensis). Sin
embargo, Repenning et al., (1971), demuestran en un estudio basado en morfometria
craneal que ambas especies son distintas; debido a que A. galapagoensis se
caracteriza por tener un craneo mucho mas pequefio y una falta de desarrollo de las
crestas sagitales y occipitales. De forma general, se cree que los otaridos se
originaron en el Pacifico Norte, y que, por las caracteristicas oceanograficas que
causaron incursiones periodicas de agua mas fria hacia la costa occidental de
América del Sur creando el corredor del Pacifico Oriental, los antepasados de
Arctocephalus lograron llegar al hemisferio sur (Riedman, 1990). Por lo tanto, la
diversificacion de este grupo tuvo lugar probablemente en el hemisferio Sur, donde
habita el lobo fino sudamericano (Arctocephalus australis), que es la especie mas
cercana a una forma ancestral (Nigel, 1984).

Las colonias reproductivas del lobo fino de Galdpagos se distribuyen en la
regibn norte y oeste de las Islas Galdpagos (Clark, 1979; Trillmich, 1987).
Asentandose sus colonias mas grandes en la parte oeste de las islas Isabela y
Fernandina  (Trillmich, 1979; P&ez-Rosas et al. 2012). Sin embargo, existen
avistamientos ocasionales de individuos en las islas de la region central y sur del
archipiélago (Alava & Salazar, 2006).

La poblacién del lobo fino de Galapagos ha fluctuado a lo largo del tiempo,
llegando incluso a encontrarse al borde de la extincion como producto de la caza
humana (Trillmich 1987). Se estima que la poblacion comenzd a recuperarse después

del aflo 1959, una vez que las Islas Galapagos fueron declaradas como Parque
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Nacional. Sin embargo, esta especie ha sido categorizada como en peligro de
extincion por la [IUCN (Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza) y
entra dentro de la categoria A2ab, evaluaciébn que usa como justificacion a una
reduccién dramatica en el tamafio de la poblacion (= 50%) durante los ultimos 50 afios
o cinco generaciones (Trillmich, 2015). Asociando este decremento al impacto que
han provocado los eventos climaticos como El Nifio y la permanente exposicion a
interacciones antropogénicas (Trillmich, 2015).

Estudios filogeograficos recientes de esta especie, han reportado 14 haplotipos
repartidos en 87 individuos, lo que sugiere una diversidad genética bastante reducida
(Lopes et al., 2015) aumentando el riesgo de estas poblaciones a los efectos de
consanguineidad y deriva génica. Sin embargo, no existe un estudio que abarque
todas las zonas de reproduccion, por lo que lo observado hasta el momento se
convertiria en un reporte incompleto del estado poblacional genético de esta especie.

Dadas estas condiciones y las necesidades de conservacion, es importante dar
a conocer el estado poblacional y la diversidad genética de esta especie. El presente
trabajo propone estudiar detalladamente la filogeografia de la especie, basandose en
lo ya reportado por Lopes et al., (2015) y extendiéndose por todo su rango geografico

(Islas Pinta y Santiago antes no muestreadas).
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DESARROLLO DEL TEMA

Objetivos

Objetivo principal:
Evaluar la diversidad genética asociada a datos biogeogréaficos del lobo fino de

Galdpagos Arctocephalus galapagoensis a lo largo de todo su rango de distribucion.

Objetivos especificos:
1. Determinar la distribucién geogréfica de la diversidad genética de la especie.

2. ldentificar su estructura poblacional mediante la genética de poblaciones.

Area de estudio

El Archipiélago de Galadpagos (01°40° N 01°36"' S; 089°16' y 092°01’ O), esta
conformado por islas de origen volcanico, las cuales se ubican aproximadamente a
960km de la costa del Ecuador. Este archipiélago posee 13 islas grandes, 6 pequefias
y mas de 50 islotes (Snell et al, 1996). Las Islas Galapagos se ven influenciadas por
corrientes oceanicas que circulan en ciertas etapas del afio, las mismas que exponen
al archipiélago a grandes cambios en la productividad primaria; sin embargo las
variaciones mas notables son provocadas principalmente por eventos y climéaticos

como El Nifio y la Nifia (Cowles et al., 1977; Wolff et al., 2012).
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Metodologia

Toma de muestras

El estudio se realiz6 en 4 islas del Archipiélago de Galdpagos: Isabela,
Fernandina, Santiago y Pinta (Figura 1). Se recolectd un total de 80 muestras de piel
de cachorros recién nacidos de A. galapagoensis, capturados en ocho colonias
reproductivas durante los Cruceros de Investigacion de la Universidad San Francisco

de Quito entre el 2014 y 2016 (Tabla 1).

Extraccion de ADN

Las muestras se preservaron en etanol al 70% dentro de viales los cuales
fueron puestos en congelacién en el laboratorio del Galapagos Science Center (GSC).
La extraccion de ADN se realizé usando el kit “Qiagen DNeasy® Blood & Tissue Kit
(Qiagen, USA) y se siguio el protocolo establecido. Finalmente la calidad y cantidad
del ADN mitocondrial fue evaluado usando un NANODROP 2000 y verificada por

medio de un gel de agarosa al 2%.
Amplificacion de ADN mitocondrial

Los primers que se usaron para amplificar a 500 pb de la regién de control del
ADNmt fueron: R3 (L15926) THR 5’-TCA AAG CTT ACA CCA GTC TTG TAA ACC-
3’, TDKD (H16498) 5’-CCT GAA GTA GGA ACC AGA TG-3’ (Lopes et al, 2015). Para
la realizacion de PCR se siguié el protocolo de PCR para primers ITS, a una
temperatura de annealing de 70° C establecido por el Laboratorio de Biotecnologia

agricola y de alimentos de la Universidad San Francisco Quito. Cada PCR se llevé a
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cabo en un volumen de reaccion de 50 pl que contenia 2 pl ADN templado, 5 pl 10x
Buffer, 2 Il 10mM dNTPS, 4 ul MgClz, , 2 yl 10pmol de cada primer “forward” vy
“reverse”, 1 ul TAQ polimerasa y 32 pl H20 (Tabla 2). La amplificacion se realizé con
un termociclador T Personal Thermocycler (Biometra) programada para: 1 ciclo de 5
min a 94°C, 35 ciclos de 45 seg a 94°C, 30 seg a 54°C y 45 seg a 72°C; y un ciclo
final de 7 min a 72°C (Tabla 3).

Los productos de PCR se comprobaron por la presencia de bandas de
amplificacion, las mismas que fueron visualizadas mediante un gel agarosa al 2%.
Los productos de PCR fueron purificados usando UltraClean™ PCR Clean-up Kit y
la secuenciacion tanto “forward” como “reverse” se llevé a cabo en los laboratorios de

Macrogen, Inc (COREA).

Alineamiento y analisis filogenético

Todas las secuencias fueron compiladas como archivos FASTA y alineadas
mediante el software Geneious Vv.8.0.5. A las secuencias de este estudio se
agregaron las secuencias del estudio de Lopes et al., (2015), usando 14 haplotipos
obtenidos de GenBank (Tabla 4). Todas las secuencias fueron alineadas junto al
grupo externo de Arctocephalus australis. Seis individuos tuvieron datos secuenciales
de baja calidad y fueron excluidos de los andlisis filogenéticos.

Mediante el software PopArt (Population Analysis with Reticulate Trees) se
logro clasificar los haplotipos presentes en las poblaciones de cada sitio muestreado
dentro de las Islas Galapagos, identificando el namero total de individuos que
comparten el mismo haplotipo y el sitio en donde fue encontrado (Tabla 5). De esta
manera se formé la red de haplotipos de A. galapagoensis. En la red de haplotipos

(Figura 2), cada circulo corresponde a un haplotipo unico, el tamafio de los circulos
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es proporcional al numero de individuos muestreados que llevan o comparten ese
mismo haplotipo. Las lineas conectan cada haplotipo y las barras interceptadas
representan la diferencia de una o dos pares de bases entre los mismos (Chaves,
2017). Cada color constituye una isla: Isabela — verde, Fernandina — azul, Pinta —
anaranjado y Santiago — amarillo. Las distintas tonalidades de cada color representan
las localidades dentro de cada isla.

La diversidad genética fue medida mediante el software PopArt, en base de un
dato estadistico, D de Tajima, en el cual se pueden comparar dos estimadores del
parametro de la poblacion: uno se basa en el numero medio de diferencias entre pares
de haplotipos (11) y otro se basa en el numero de sitios segregantes en las muestras
(s) (Durvasula, 2015). El dato D se lo obtiene con la diferencia entre los estimadores
antes mencionados y tiene una media cero y desviacion uno (Florez, 2009). En caso
gue el resultado presente desviaciones significativas quiere decir que son indicadoras
de no neutralidad. Por lo tanto, si se obtienen valores positivos de D se podria indicar
una seleccion positiva 0 a su vez una reduccién en cuanto al tamafio poblacional. En
el caso que sea un modelo neutral entonces ambos estimadores deberian ser iguales,
pero las diferencias en este caso se podrian dar bajo el efecto de la seleccion, que
las poblaciones no sean estables, o debido a las tasas de mutacién heterogéneas
entre los diferentes sitios (Florez, 2009). El resultado que se espera es una D negativa
de Tajima en una poblacion que no tiene ningun cambio demografico como una

expansion o migracion.
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RESULTADOS

Las secuencias analizadas de la regiéon control de ADN mitocondrial
pertenecientes a las poblaciones de lobo fino de Galapagos muestran que hay un
total de diez haplotipos que los individuos de distintas localidades comparten entre si
(Tabla 5). Todos los haplotipos reportados (este trabajo y Lopes et al., 2015),
sustentan la poca diversidad genética que se encontré entre los individuos que
componen sus poblaciones (Figura 2); donde los diez haplotipos tienen conexiones
de una o dos pares de bases entre ellos.

De los 146 individuos analizados (80 presente estudio y 83 Lopes et al., 2015),
existieron cuatro individuos de este estudio y cuatro en el de Lopes et al (2015) que
no comparten haplotipos entre si; dando un total de 151 individuos estudiados. De
los diez haplotipos, se encontraron nueve haplotipos para Isabela y Fernandina, cinco
para Pinta y tres para Santiago cada uno con diferentes frecuencias (Tabla 5).
Ademas, es importante recalcar que existe un nuevo haplotipo para las Galapagos
gue fue encontrado en dos individuos de la Isla Pinta (haplotipo C05). La red obtenida
revela la conectividad que existe entre las islas al tener algunos inidivudos que
comparten diferentes haplotipos, ademas se podria sugerir una distribucion
organizada en forma de estrella (‘Star shape’) (Avise, 2006), donde el haplotipo
central (A01) vendria a ser el mas comun y por lo tanto se lo toma como el mas
ancestral de donde divergen los demas.

El haplotipo A0l se lo encuentra en 47 individuos que estan distribuidos en
todos los sitios de muestreo. Este patron de distribucién en forma de estrella no es

tan evidente cuando vemos otros haplotipos con frecuencias elevadas separados
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entre el resto de haplotipos por pocas bases. Del total de los diez haplotipos,
solamente el haplotipo nuevo C05 se comparte en dos individuos de Pinta localizados
en distintos sitios y es el Unico que no comparte el haplotipo con algun individuo del
estudio de Lopes et al (2015). Por otro lado, se encontraron haplotipos representados
por un solo individuo para ambos estudios (Figura 2), un total de siete haplotipos:
KM030338 , KM030347 y KM030374 del estudio de Lopes et al., (2015); y H13, H14,
All y CO6 del presente estudio.

El resultado de la prueba D de Tajima fue de -0,22, esto indica que la diversidad
nucleotidica (1) fue de 0,0148 (menor a 1); valor que sugieren un exceso de
polimorfismos de baja frecuencia en relacion a un proceso de expansion (Roden et

al., 2013; Valdés, 2015).
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DISCUSION

Estructura genética poblacional

Es importante mencionar que este es el primer estudio que reune datos y
muestras de toda el area de reproduccion del lobo fino de Galapagos (Arctocephalus
galapagoensis) para dar a conocer los analisis de la estructura poblacional y la
diversidad genética de esta especie.

De manera general, este estudio sugiere que existe una diversidad genética
reducida a diez haplotipos mitocondriales sin una evidente estructura poblacional.
Cabe recalcar que estos haplotipos son menores a los 14 reportados por Lopes et al.,
(2015) pese a que todas las secuencias de dicho estudio fueron usadas en este
trabajo. Es posible que exista un efecto de la alineacion de las secuencias al
combinarlas, las cuales pudieron tener diferentes longitudes como efectos de los
“primers” o la secuenciacion en si.

Dejando de lado estas diferencias metodoldgicas, los resultados obtenidos
sobre la baja diversidad genética sigue el mismo patrén encontrado en este estudio
anterior.

Una baja o reducida estructura genética ha sido observada en otros estudios
a escalas geograficas comparables tanto para el género Arctocephalus (A. gazella 'y
A. tropicalis: Wynen et al, 2000; A. australis: Crespo et al., 2015), como para Zalophus
(Z. wollebaeki: Wolf et al., 2008), asociada a su gran movilidad entre areas de
reproduccion dentro de los archipiélagos o islas donde habitan. Por otro lado, el bajo
numero de haplotipos del lobo fino de Galapagos observada en este trabajo sugiere

gue estas poblaciones pudieron haber sufrido eventos demograficos que redujeron
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su diversidad genética. Un resultado similar se reportd en las poblaciones de lobo
marino sudamericano (Otaria flavescens) localizadas en el cono sur de América (Islas
Malvinas), donde reportaron 22 haplotipos en 259 individuos, asociando este hallazgo
a los de competencia con pesquerias, enfermedades, cambios climéticos, caza, etc.,
en las ultimas décadas (Hoffman et al., 2016).

El valor negativo de D de Tajima calculado para las poblaciones del lobo fino
de Galapagos, sugiere que esta especie ha pasado por un posible evento de cuello
de botella, pero que se encuentra en un proceso de expansion. Es decir, el nimero
de individuos se redujo de manera significativa en el pasado, existiendo una seiial
genética recuperada que corresponde a alelos raros (sobrevivientes) comparados con
las expectativas de neutralidad (Sand et al, 2013). Los valores negativos de D de
Tajima que pueden ser bajos para varias generaciones estarian sugiriendo una
expansion post-cuello de botella (Sand et al, 2013). Es posible que otros eventos
como barridos selectivos (selective sweeps) o seleccion purificadora (purifying
selection) tengan el mismo efecto en los valores de D de Tajima, pero estos son
dificiles de diferenciar (Durvasula, 2015). Por esta raz6n, es importante conocer la
historia poblacional de esta especie para poder atribuir cual de estos factores podria
incidir en estos valores.

Se puede hablar de una posible reduccion de individuos debido a un cuello de
botella causado por actividad antropogénica como consecuencia de la caza. Sin
embargo, Hoffman et al., (2016) sugieren que la explotacion humana (caza), puede
no haber sido lo suficientemente severa para reducir la diversidad genética entre
individuos de una poblacién de este tipo. Lopes et al., (2015) demuestran que la
prueba de cuello de botella en las poblaciones del lobo fino de Galapagos no son una

evidencia suficiente que sugiera que hubo una reduccidén en tamafio efectivo de la
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poblacion en afios recientes. Por otro lado, se sostiene la hipétesis de que la
reduccién de la poblacién del lobo fino de Galapagos puede estar asociada
principalmente a eventos climaticos como EI Nifio. Se conoce que las poblaciones de
pinnipedos responden rapidamente a los cambios en la disponibilidad de alimento, lo
cual justifica que un cuello de botella en estas especies sea explicado por factores
oceanogréficos y meteorolégicos (Hoffman et al., 2016).

Como referencia, Alava & Salazar (2006) mencionan que en general las
especies de otaridos son vulnerables a estos eventos oceanogréaficos, provocando
graves oscilaciones en el tamafio de sus poblaciones. Efecto que en las Islas
Galdpagos no es exclusivo para los pinnipedos, sino que es visible en varios
vertebrados marinos; por ejemplo Nims et al., (2008) destacan la baja diversidad
genética que existe en las poblaciones de Pinglinos de Galapagos (Spheniscus
mendiculus) producto del impacto del evento de El Nifio en los afios 80s y 90s.
Ademas, Bollmer et al., (2007) recalca que los pinguinos de Galapagos experimentan
fuertes fluctuaciones poblacionales como respuesta a estos eventos, lo que ha
provocado un decrecimiento en su poblacion y debido al pequefio tamafio poblacional
de esta especie y a los repetidos cuellos de botella, presentan menor variabilidad que
otras especies tanto de pingliinos como demas especies continentales. Otro claro
ejemplo, es el caso de las iguanas marinas de Galapagos (Amblyrhynchus cristatus),
gue durante los distintos eventos de El Nifio se ven afectados en sus condiciones
corporales, aumentando las hormonas de estrés que provocan cambios significativos
en el comportamiento de crias y altas tasas de mortalidad (Steinfartz et al., 2007). El
hecho de que exista un decrecimiento brusco poblacional o cuellos de botella, como
los que han sido observados durante los ultimos episodios de El Nifio, provocan

pérdidas de variacion genética que van a aumentar las tasa de endogamia y en cierto
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modo obstaculizar la capacidad que tienen estas poblaciones de adaptarse a cambios
en el ambiente (Lande, 1994; Allendorf & Luikart, 2007).

Otro factor que puede provocar la falta de variacion genética en el lobo fino de
Galdpagos puede ser la fuerte filopatria que presentan este tipo de especies. Segun
Lopes et al., (2015) esta caracteristica provoca que se reduzca el flujo génico el cual
se ve mayormente pronunciado en el genoma mitocondrial heredado por la madre.
Frankham et al., (2002) mencionan que en caso de que exista una disminucién en el
namero de hembras, afectara gravemente la diversidad genética local, lo que
provocara que las poblaciones sean vulnerables tanto a factores genéticos (deriva o
cuellos de botella); y ambientales como por ejemplo el evento de EIl Nifio, aumentando

de esta forma el riesgo de extincion de la especie.

Distribucion geografica y diversidad genética de la especie.

Los bajos niveles de 1T indican que hay haplotipos raros en bajas frecuencias
por lo que se sugiere varios origenes (colonizaciones) de las poblaciones desde
varios puntos de origen (o de poblaciones diferentes), algo que no es tan factible en
Galapagos; ya que la mayoria de especies endémicas han sido el resultado de una
colonizacion con las tortugas de Galapagos (Chelonoidis spp.; Caccone et al., 2002)
y la iguana marina (Amblyrhynchus cristatus; Steinfartz et al.,, 2011), de dos
colonizaciones en las lagartijas de lava (Microlophus spp.; Benavides et al., 2008) y
la Unica reportada hasta la fecha, de tres colonizaciones independientes en geckos
de Galapagos (Phyllodactylus gilberti; Torres-Carvajal et al., 2016). Sin embargo,
estos valores también sugieren que existe una alta conectividad al presentar pocas

bases de diferencia entre los haplotipos de las diferentes poblaciones de distintas
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localidades. El haplotipo AO1 fue el Unico encontrado en los individuos de las nueve
localidades y con la mas alta frecuencia (n=47). Se podria sugerir entonces, que este
haplotipo asi como el resto que sobrevivieron a un potencial cuello de botella, sea el
haplotipo ancestral que se disperso rapidamente en las 4 islas donde esta especie se
la encuentra actualmente. Por otra parte, los resultados muestran 4 haplotipos Unicos
en Fernandina, lo cual puede deberse a la ausencia de flujo genético de los individuos
de Fernandina en comparacion a las demas localidades. Estos resultados sugieren
gue dicha variacién en el numero de haplotipos observados en cada isla (Unicos vs
compartidos) pueden deberse a su situacién geografica dentro del archipiélago, o
caracteristicas oceanogréaficas como corrientes que influyan el movimiento de los
individuos de una localidad a otra. Se conoce que la costa oeste de Fernandina tiene
niveles de productividad primaria que se ven fuertemente influenciadas por la
intensidad de la corriente fria de Cromwell (Palacios et al., 2006); por lo que se sugiere
gue los individuos pertenecientes a las localidades de Fernandina se vean regidos a
permanecer en esta zona para aprovechar estos recursos. Ademas, se piensa que al
ser especies territoriales no permiten que machos de otras colonias entren a sus
zonas de forrajeo y reproduccion, limitando el flujo de individuos a estas localidades
y provocando un declive en la variacién genética de la colonia. Otra hipétesis a este
resultado es que de las 4 colonias muestreadas, las localidades que se encuentran
en Fernandina se ubican geograficamente en la parte oeste del archipiélago, lo que
en cierto punto podria ser un obstaculo de acceso para el resto de los individuos de
las demas colonias. Se sugiere entonces, que los individuos de otras poblaciones
para no tener un gasto energético mayor al momento de buscar su alimento, se
muevan distancias relativamente cortas, lo que va a provocar que no exista flujo de

individuos y un bajo intercambio genético.
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En este contexto, la baja diversidad genética observada en este trabajo es un
indiciador del posible estado de conservacion de la poblacion del lobo fino de
Galdpagos, lo que demuestra que esta especie ha sido afectada y se encuentra
vulnerable a los eventos ambientales caracteristicos de la region. Situacion que trae
multiples consecuencias a la eficacia biologica y ecoldgica de la especie, la cual con
el tiempo podria aumentar su probabilidad de extincion (Lacy, 1997). Como referencia
el estudio de Riofrio-Lazo et al., (2017) describe el estado poblacional del lobo marino
de Galapagos (Zalophus wollebaeki) y como estas poblaciones han sufrido un
decrecimiento poblacional relacionado a los efectos oceanograficos como los
episodios de EIl Nifo, disturbios antropogénicos como la pesca, la contaminacién
marina, enfermedades, y la degradacion y pérdida del habitat. Ademas, el estudio
muestra la vulnerabilidad que presenta esta especie a las variaciones climaticas del
ecosistema y como el incremento en la frecuencia del evento de El Nifio puede llegar
a limitar la recuperacién de esta poblacién (Riofrio-Lazo et al., 2017). Siendo
entonces el lobo marino de Galapagos una especie con caracteristicas similares,
estos factores podrian también estar influyendo la dindmica poblacional y la

conservacion de la misma.



24

CONCLUSIONES

Basado en la red de haplotipos no hay una estructura genética marcada en las
4 islas de estudio.

El valor de D de Tajima nos indica que la poblacion de lobos finos de
Galapagos se encuentra en un proceso de expansion después de un posible
cuello de botella.

. Se sugiere una posible reduccion de individuos debido a un cuello de botella
asociado principalmente a eventos climaticos como el evento de El Nifio o a la
fuerte filopatria que presenta esta especie.

. Se recomienda realizar estudios a las poblaciones de lobo fino de Galapagos
antes, durante y después de un evento oceanografico o ambiental que pueda
afectar a la especie; con el fin de conocer el estado poblacional de la especie
y tomar medidas de conservacion.

Se necesitan mas estudios a fondo sobre filogeografia y genética de especies
de Galapagos para entender de mejor manera los patrones de la diversidad

genética.
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ANEXO A: TABLAS

Tabla 1. Namero total de individuos muestreados por localidad por Isla.

32

ISLA LOCALIDADES # INDIVIDUOS TOTAL
Punta Albemarle 12
Isabela Punta Flores 7 25
Cabo Marshall 6
_ Cabo Douglas 15
Fernandina 30
Cabo Hammond 15
_ Cabo Chalmers 8
Pinta 15
Cabo Ibbetson 7
Santiago Puerto Egas 10 10
TOTAL 80

Tabla 2. Concentracion de reactivos para PCR con primers ITS

Reactivo Concentracion
ADN 2ul
10x Buffer 5ul
10mM dNTPS 2ul
MgCl2 4ul
Primer F 2 pl
Primer R 2ul
TAQ 1ul
H20 32ul
TOTAL 50 ul

Tabla 3. Programacién de termociclador para la amplificacién de las muestras con
los primers R3 (L15926) THR, TDKD (H16498)

TEMPERATURA  TIEMPO CICLOS

94°C 5 min
94°C 45 seg
54°C 30 seg 35 ciclos
72°C 45 seg

72°C 7 min




Tabla 4. Secuencias de GenBank de la region control de ADNmt para cada

haplotipo proveniente de Isabela y Fernandina, estudio de Lopes et al, (2015).
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Haplotypes  Individuals GenBank Frequencies  Localitics Islands
accession
numbers
Agl FHO1, FHO6, FHOT, FHOS, FH15, FH17, FH24, FH25, FH27, FH28, KMO30335 11 Cape Fernandina
FH30 Hammond
Agl2 FHO2, FHO9, FH18, FH23, FH29 EMO30336 5 Cape Fernandina
Hammuond
Ag3 FHO3, FHOS, FH11, FH14, FH16, FH20, FH21, FH22, FH26, TROT,  KMO30337 25 Cape Fernandina
1B12, IB13, IB16, IB17, IB22, IB23, IB26, IB27, 1B29, IMO1, IM19, Hammond | hela
IM23, IM24, IM25, IM28 Banks Bay
Cape
Marshall
Agd FHO4 KMO30338 1 Cape Fernandina
Hammaomnd
Ags FH10, 1BOS, IB19, IMO3, IMOS, IM16, IM17, IM18, IM20 KMO30344 9 Cape Fernandina
Hammond  [ohela
Banks Bay
Cape
Marshall
Agh FH1Z2, FH19, IBO1, 1IB03, IBO4, IBOG, IB11, TR15, IBIS, 1B20, IB24, KMO30346 12 Cape Fernandina
IB25 Hammond  [oghela
Banks Bay
Agl FH13 KMO30347 1 Cape Fernandina
Hammomnd
Agh 1B0Z, IBOS, IB09, 1IB28 KMUO30366 4 Banks Bay  Isabela
Agd IB10, IB21 KMO30374 2 Banks Bay Isabcla
Agll IB14 1B30 KMO30394 2 Banks Bay  Isabela
Agll M2, TMO4, TMO9, TM12, TM13, IM14, IM21, TM22 KMO30396 8 Cape Isabela
Marshall
Agl2 IMOS, TMOG EMO30400 2 Cape Isabela
Marshall
Agl3 IMUOT, IMI0O, IMI11, IM15 KMO304401 4 Cape Isabela
Marshall
Agld M27 KM030421 1 Cape Isabela

Marshall
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Tabla 5. Lista de individuos de Arctocephalus galapagoensis que comparten cada

haplotipo de la region control del ADN mitocondrial. Frecuencia total de la muestra y

distribucién geogréfica de los haplotipos; en donde los datos subrayados pertenecen

a las muestras del estudio de Lopes et al, (2015).

Haplotipos Individuales Frecuencias Localidades Islas
Punta
Albemarle
Punta Flores Isabela
A04 g‘gg ﬁ(l\)/l%3%§i4026 DOS, 15 Banks Bay Ferngndina
Cape Douglas Santiago
Cape Hammond
Puerto Egas
Cape Chalmers Pinta
co1 C01, C30, CHO01, S03, S04, 15 Cape Ibbetson Isabela
S08, S10, KM030396 Cape Marshall :
Santiago
Puerto Egas
Cape Chalmers .
C05 CO05, CHO6 2 Cape Ibbetson Pinta
c23 C23, C33, KM030401 6 PuntaFlores = 1o ohela
Cape Marshall
Punta
A09, C02, C08, €21, €22, gl?r?tg]li?:res Isabela
AQ09 CHO03, CH04, CHO5, CHO07, 11 :
KM030400 Cape Marshall Pinta
Cape Chalmers
Cape Ibbetson
Punta
Albemarle
A01, AO3, AO5, A10, A12, Punta Flores
C03, C04, C24, C29, C31, Cape Marshall Isabela
AOL CHO02, D01, D03, D04, 47 Banks Bay Pinta
D14, D15, HO6, HO8, H11, Cape Chalmers Fernandina
H12, S02, KM030337, Cape Ibbetson Santiago
KM030421 Cape Douglas
Cape Hammond
Puerto Egas
Cape Douglas .
D02, D09, KM030346, Fernandina
D02 Km030394 e Cape Hammond | 014
Banks Bay
Punta
A06, A06, KM030366 5 Albemarle Isabela
Banks Bay
HO9 HO09, H10, KM030336 7 Cape Hammond Fernandina
DO7 D07, D08, D11, D12, HO1, 19 Cape Douglas Fernandina

HO2, HO3, HO7, KM030335

Cape Hammond




ANEXO B: FIGURAS
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Figura 1. Mapa del area de estudio del lobo fino de galdpagos
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Figura 2. Representacion grafica de la red de haplotipos de Arctocephalus
galapagoensis
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