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RESUMEN

La mantarraya gigante, Manta birostris, es la especie de mantarrayas méas grande del mundo.
Su distribucién abarca todos los océanos y presenta patrones migratorios de largas distancias,
ocupando areas tropicales y semi-templadas, a diferencia de su especie hermana mas residente
Manta alfredi que ocupa arrecifes de coral. Lamentablemente, M. birostris ha sido catalogada
como una especie vulnerable dentro de la Lista Roja de la UICN a causa de actividades
antropogeénicas como la pesca incidental e intencionada. Su lento ciclo reproductivo es una
caracteristica que la hace vulnerable y propensa a la extincion. En Ecuador, durante los meses
de julio a septiembre, centenas de M. birostris visitan la Isla de la Plata en busqueda de
alimento, sitios de limpieza o reproduccion. El objetivo de este estudio fue analizar, mediante
marcadores microsatélite, la diversidad genética de una muestra de estos individuos. Se
analizaron 24 individuos muestreados en el 2013 con ocho pares de primers heter6logos, y se
los comparo con los resultados obtenidos de 57 individuos muestreados en el periodo 2010-
2012, analizados en un trabajo previo. En los individuos del 2013 se identificaron 39 alelos y
se obtuvo una diversidad genética moderadamente alta. En cuanto a la estructura poblacional
se observo una separacion en dos grupos compuestos por los individuos muestreados en las
temporadas 2010-2012 y en los individuos de la temporada 2013, respectivamente. Ademas,
se concluyo que no existe una dispersion sesgada por sexo en ninguno de los grupos estudiados
y que los individuos muestran un bajo nivel de parentesco en todas las temporadas. Se sugiere
que puede existir una relacion entre los patrones migratorios y la diferenciacion genética que
presentan los individuos muestreados en la temporada del 2013.

Palabras clave: Isla de la Plata, Bajo Copé, Manta birostris, microsatélites, heterocigosidad
esperada, estructura poblacional, dispersion sesgada por sexo, parentesco



ABSTRACT

The giant manta ray, Manta birostris, is the largest manta ray species in the world. Its
distribution covers all oceans and has long-distance migration patterns, occupying tropical and
semi-temperate areas. M. birostris differs to its more resident sister species, Manta alfredi,
which occupies coral reefs. Unfortunately, M. birostris has been listed as a vulnerable species
within the IUCN Red List because of anthropogenic activities such as incidental and intentional
fishing. Its slow reproductive cycle is a characteristic that makes it vulnerable and prone to
extinction. In Ecuador, during the months of July to September, hundreds of M. birostris visit
the Isla de la Plata in search of food, cleaning or reproduction sites. The objective of this study
was to analyze the genetic diversity in a group of manta rays sampled during 2013 using
microsatellite markers. We analyzed 24 individuals with eight pairs of heterologous primers,
and compared them with the results of a previous work where 57 individuals were sampled in
the period 2010-2012. In the individuals of 2013, 39 alleles were identified and a moderately
high genetic diversity was determined. Regarding the population structure, a separation was
observed between two groups. One group was composed of the individuals sampled in the
seasons of the years 2010 to 2012. The other group was composed of the individuals sampled
in the season of 2013. In addition, it was concluded that there is no biased dispersion by sex in
any of the years studied and that individuals show a low level of kinship in all seasons. It is
suggested that there may be a relationship between migratory patterns and the genetic
differentiation presented by the individuals sampled in the season of 2013.

Key words: Isla de la Plata, Manta birostris, microsatellites, expected heterozygosity,
population structure, sex-biased dispersal, relatedness
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1. INTRODUCCION

1.1 Taxonomia de M. birostris:

Las mantarrayas pertenecen a la superclase Peces, clase Condrictios, orden Rajiformes,
suborden Myliobatoidei, familia Mobulidae y actualmente se encuentran divididas en dos
géneros: Mobula y Manta (Marshall et al., 2009). El género Mobula cuenta con 9 especies
reconocidas (Bustamante et al., 2012), mientras que el género Manta ha sido considerado
monotipico hasta hace poco, cuando Marshall et al. (2009) propusieron su separacion en dos
especies. Esta nueva descripcion de la especie Manta birostris fue basada en medidas
morfométricas y caracteristicas externas facilmente reconocibles como la coloracion,
denticidn, la presencia de una protuberancia postdorsal en la espina caudal y el tamafio. La
segunda especie, Manta alfredi, también fue descrita nuevamente, resucitando la descripcion
realizada por Krefft (1868) (Kitchen-Wheeler, 2010). Marshall et al. (2009) sugieren la
existencia de una tercera especie putativa endémica del Océano Atlantico y el Caribe: Manta
sp. cf. birostris que podria ser recuperada de la descripcion de Lesueur (1824) como Manta

giorna, pero se necesita mas evidencia cientifica para poder declararla una especie nueva.

1.2 Morfologia y patron de pigmentacion:

Manta birostris tiene un cuerpo cartilaginoso aplanado, cuyo ancho es 2.2-2.3 veces
mayor que el largo. Su ancho de disco (DW), es decir, la distancia entre las puntas de sus dos
aletas pectorales de forma triangular, alcanza los 7 m, con reportes ocasionales de hasta 9.1 m
(Marshall et al., 2009). Dewar et al. (2008) confirman que M. birostris puede pesar hasta 1.400
kg. Su cabeza presenta dos aletas cefalicas a modo de cuernos, una a cada lado, donde se ubican
los ojos, justo antes del comienzo de cada aleta cefalica. Su boca se encuentra al frente del

cuerpo y consta de bandas de 12 a 16 filas y 220 a 250 hileras de dientes Unicamente en la
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mandibula inferior con un rango de 3000-4000 dientes. La morfologia de los dientes entre
individuos es variable y puede ser dimorfica entre sexos (Marshall et al., 2009).

Su piel esta cubierta por denticulos con cuspide bifida, tanto en la superficie dorsal
como ventral, en forma de crestas orientadas sagitalmente que la hacen &spera (Marshall et al.,
2009). Las branquias se encuentran en la parte ventral cercana a la cabeza como dos columnas
de 5 ranuras branquiales horizontales. En el area post-dorsal se encuentra la aleta dorsal,
seguida de una protuberancia formada por masa calcificada debajo de la piel que la diferencia
de M. alfredi. El largo de la cola corresponde a aproximadamente el 90% del largo de disco
(DL, distancia entre la cabeza y el inicio de la cola). Al igual que otros elasmobranquios, como
los tiburones, los machos de M. birostris presentan dos 6rganos reproductivos denominados
“claspers”; y las hembras, una cloaca (Marshall et al., 2009).

Dentro de lo que corresponde a la pigmentacion de M. birostris se tienen tres casos:
individuos comunes, melanisticos y leucisticos. En los individuos comunes, la superficie
dorsal es de color negro, presentando marcas blancas en los hombros en la region supra
branquial. Las marcas de los hombros, que ocurren a los lados de una linea central negra, tienen
forma triangular con una especie de extension lateral en forma de anzuelo. El borde anterior de
las marcas blancas de los hombros esta alineado de forma paralela con el borde del maxilar
superior, una caracteristica importante que identifica a la especie. Una marca péalida en forma
de una pequefia “V”, de tamafio variable, se encuentra anterior a la aleta dorsal. Pequefias
marcas de color blanco también son visibles en las puntas dorsales de las aletas pectorales
(Marshall et al., 2009).

La superficie ventral es predominantemente blanca con manchas grises a negras que
ocurren comunmente en la region abdominal, a partir de la quinta ranura branquial hasta la
apertura de la cloaca. No existen manchas entre las ranuras branquiales ni tampoco en las aletas

pectorales. La tercera parte posterior del disco es de color carbon y en forma de una gran “V”,
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formando un margen en los bordes posteriores de las aletas pectorales y dandole la
caracteristica de diagnosis para la especie M. birostris (Marshal et al., 2009).

Las formas melanisticas son completamente negras en su superficie dorsal y en la parte
ventral predomina el color negro, excepto por manchas blancas de tamafio variable en la linea
media de la porcion abdominal. Los individuos leucisticos tienen coloracion blanca aumentada
en la superficie dorsal y en la parte ventral son completamente blancas, excepto por el margen
de las aletas pectorales con manchas de color carbon interrumpidas. De estas dos variantes, la
leucistica es la mas rara (Marshall et al., 2009).

Marshall et al. (2011) comentan que es posible aprovechar estos patrones de
pigmentacion y utilizar programas de identificacion de individuos de M. birostris por
fotografias, ya que cada individuo presenta un patrén Gnico de manchas negras en la superficie

ventral que no cambia a través del tiempo.

1.3 Alimentacion

M. birostris son animales filtradores, al igual que las grandes ballenas y ciertos
tiburones (Dewar et al., 2008). Individuos de M. birostris en cautiverio han sido
alimentados con eufasidos (pequefios crustaceos pelagicos) como Euphasia pacifica, E.
superba y el camardn sakura, Sergestes lucens (Homma et al., 1999). En la naturaleza, son
usualmente observadas alimentandose en canales de oleaje y cerca de luces en la noche que
actuan como concentradores de la presa. Se ha visto que también pueden alimentarse de
pequefios camarones, cangrejos, huevos, larvas y pequefios peces (Dewar et al., 2008).

Homma et al. (1999) reportan que en cautiverio, un macho de M. birostris, consume un
12.7% de su peso total en una semana. Otros autores comentan que, en la naturaleza,
consumen un promedio de 20 a 30 kg de plancton por dia (Stevens, 2006). Utilizan las

aletas cefalicas para canalizar el agua y llevar la presa hacia la boca. El agua que ingresa
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se dirige a las branquias, donde atrapan el plancton, y luego sale a través de las hendiduras

branquiales (Dewar et al., 2008).

1.4 Reproduccion

El comportamiento sexual de M. birostris consiste en cinco fases: persecucion,
mordida, copulacién, post-copulacion y separacion. Primero se forma un “tren de
apareamiento” en el que varios machos persiguen a una hembra compitiendo entre si. Uno
de los machos vence a los otros y empieza el ritual de reproduccién. Luego de perseguir a
la hembra por aproximadamente 20 minutos a una velocidad de 10 km/h a 1 m de la
superficie del agua, el macho muerde la aleta pectoral izquierda de su pareja para sostenerla
y proceder a la copulacion. La copulacion sucede cuando se juntan abdomen con abdomen
y el macho inserta uno de sus claspers en la cloaca de la hembra durante 90 segundos (Yano
etal., 1999).

Las mantas hembra alcanzan la madurez sexual alrededor de los 8 a 10 afios de edad.
Se las considera una especie ovovivipara porque las crias que dan a luz se desarrollan en
un huevo dentro de la madre. Se estima que el periodo de gestacion de M. birostris es de
12 a 13 meses, con un ciclo reproductivo de un afio o dos. Por lo general, dan a luz a una
sola cria y pueden tener otra después de 2 a 5 afios. La madurez de los machos esta entre
los 5y 6 afios, y ocurre cuando el ancho del disco alcanza 3.8 m aproximadamente, y los

claspers estan completamente calcificados (Marshall et al, 2009).

1.5 Comportamiento migratorio

M. birostris se encuentra distribuida a nivel global en regiones tropicales y subtropicales,
y ocasionalmente migran a aguas templadas (Bigelow y Schroeder, 1953; Compagno, 1999).
Se han realizado estudios sobre la distribucion geografica-temporal de las mantas registrando
la presencia de individuos identificados por fotografia. Dewar et al., (2008) han observado que

las mantas presentan una dependencia de sitio basada en patrones de residencia local. En ciertas
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regiones como Yap, Hawaii y Bora Bora se han observado a los mismos individuos repetidas
veces durante largos periodos de tiempo, mientras que en otras como Nueva Zelanda, Australia,
Baja California, México, Africa, Ecuador y Japon, la presencia ocurre por temporadas (Homma
et al., 1999). El avistamiento de mantas en multiples ocasiones en un mismo sitio es frecuente
en zonas de limpieza y de alimentacion (Homma et al., 1999). En aguas de la Guayana
Francesa, Girondot y Ponge (2006) reportaron un grupo de 50 individuos de M. birostris
nadando juntos en un area de 20 km? hacia una misma direccion. Reportes no publicados
indican que las mantas se congregan en nimeros de hasta 100 individuos en areas como
México, Mozambique, Maldives, Hawaii y Micronesia para aparearse y visitar estaciones de
limpieza (Graham et al., 2012).

Investigaciones con dispositivos satelitales de rastreo se han desarrollado recientemente
para el estudio de los patrones migratorios de M. birostris. Stewart et al. (2016) comentan que,
a pesar de que la mayoria de grandes planctivoros realizan migraciones de largas distancias
relacionadas a actividades de forrajeo, M. birostris presenta patrones de residencia. Sin
embargo, también se han registrado movimientos de largas distancias que sobrepasan los 400
km (Germanov y Marshall, 2014). Stewart et al. (2016) revelan que el movimiento vertical de
las mantas en las diferentes capas marinas puede estar asociado a la profundidad de la
termoclina y a la densidad de zooplankton presente en el agua. Graham et al. (2012) sugieren
que la temperatura superficial del mar y la concentracion superficial de clorofila pueden ser
variables que influyen en la migracion de M. birostris. Se reporta un rango de temperatura con
ocurrencia de mantas que va desde 25,1 a 30,06 °C y una concentracion de clorofila entre 0.14

y 0.76 mg/m? (Graham et al., 2012).
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1.6 Importancia de estudios moleculares para la conservacion de especies marinas

migratorias

Uno de los objetivos principales de la conservacion de especies marinas migratorias como
Manta birostris es proteger a las agrupaciones de individuos de la pesca indiscriminada. Desde
el punto de vista ecoldgico, se puede definir a un grupo de individuos como una poblacion
dependiendo del &rea geografica en que se encuentran. Esto es lo que usualmente se hace en
los programas de conservacion para establecer una zona de protecciéon y manejo de la pesca de
especies marinas. Sin embargo, al delimitar una poblacion sélo por el espacio que ocupa no se
esta tomando en cuenta su aspecto genético. Los estudios moleculares, a nivel genético,
permiten comprender la estructura poblacional de los individuos y su diversidad
intraespecifica. La comprension de estos dos elementos podria ayudar a mejorar las estrategias
de conservacion de especies marinas migratorias (Reiss et al., 2009).

La definicidn de poblacién a nivel ecoldgico refleja principalmente la co-ocurrencia y la
interaccion demografica de los individuos en el espacio y tiempo. Por otro lado, la definicion
de poblacién a nivel genético refleja las interacciones reproductivas entre individuos y su
historia evolutiva. El nivel estimado de flujo génico dado por la reproduccion entre individuos
es un criterio que podria determinar la distincién entre poblaciones diferentes. Las poblaciones
distintas genéticamente, en especies marinas migratorias, pueden estar explicadas por maltiples
factores independientemente de las zonas geograficas que ocupan. Es por esto que es necesario
entender no sélo las implicaciones ecoldgicas y geograficas de las poblaciones, sino también
sus implicaciones a nivel molecular. La integracion de estos dos aspectos bioldgicos resultaria
en un mejor entendimiento de la estructura poblacional y una aplicacion de estrategias de

conservacion de poblaciones mas adecuadas (Reiss et al., 2009).
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1.7 Marcadores moleculares microsatélites

Un marcador molecular genético es una seccion del ADN (locus) que puede ser facilmente
rastreada y cuantificada en una poblacion. Debe ser polimorfico y puede o no estar asociado a
un gen en particular (Hayward et al., 2015). Los marcadores moleculares son utilizados en el
estudio de genética de poblaciones para tratar de entender como la variacion de la
supervivencia, fertilidad y flujo génico contribuyen a la frecuencia alélica intra e inter
poblacional (Parker et al., 1998). Los individuos de una especie pueden tener cierto grado de
variacion genética causada por mutaciones, inserciones, deleciones, inversiones, duplicaciones
y translocaciones (Hayward et al., 2015). Esta variacion puede ser detectada utilizando
marcadores moleculares. Otras aplicaciones de los marcadores moleculares incluyen analisis
filogenéticos, busqueda de genes Utiles, pruebas de paternidad y trazabilidad de alimentos
(Konstantinov et al., 2005).

Existen dos tipos de marcadores moleculares genéticos: los marcadores basados en la
técnica de PCR y los marcadores basados en la secuencia especifica del ADN. Dentro de los
marcadores basados en la técnica de PCR se tienen los RAPDs (Randomly Amplified
Polymorphic DNAs), RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphisms), AFLPs
(Amplified Fragment Length Polymorphisms) y los microsatélites. Los marcadores basados en
secuenciacion incluyen los SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) (Hayward et al., 2005).
De todos éstos, los microsatélites han sido los méas utilizados en las ultimas dos décadas. Sin
embargo, existe una tendencia cada vez mayor de utilizar marcadores moleculares basados en
secuenciacion (Scheltterer, 2004).

Los microsatélites, o secuencias simples repetitivas (SSR), son segmentos de ADN
compuestos por repeticiones en tandem de motivos. Los motivos son secuencias especificas de
ADN de 2-6 nucle6tidos (ej. AG, ATC). Los microsatélites pueden estar presentes en regiones

codificantes, pero predominan en regiones no codificantes Se caracterizan por tener un alto



20

grado de polimorfismo en cuanto a su longitud. El origen de este polimorfismo se debe a
eventos de deslizamiento de la polimerasa durante la replicacion del ADN. El deslizamiento
de la polimerasa provoca la repeticion adicional o la eliminacién de motivos. De esta forma,
se producen diferentes alelos para un locus en funcion de la longitud del segmento (Zane et al.,
2002).

Los microsatélites tienen una gran aplicabilidad como marcadores moleculares. Se ha
probado que pueden ser valiosos para el mapeo genético de varios organismos (Schuler et al.,
1996). Se pueden aplicar en estudios filogenéticos, forenses y de genética de poblaciones.
Tienen una gran popularidad entre los estudios enfocados en la conservacion y manejo de

recursos bioldgicos (Zane et al, 2002).

1.8 Importancia de la diversidad genética en la conservacion de especies

Segln la Union Internacional para la Conservacién de la Naturaleza (UICN), la
diversidad genética dentro de las especies se refiere a la frecuencia y variedad de genes dentro
y entre poblaciones de la misma especie. La diversidad genética es una de las formas de
biodiversidad reconocida por dicha institucién que necesita ser conservada. Existen dos
argumentos principales para conservarla: la necesidad de diversidad genética para que ocurra
evolucion y larelacion que existe entre la heterocigosidad y la adaptabilidad de las poblaciones.
La heterocigosidad de una poblacion determina la cantidad de individuos que tenen dos alelos
diferentes para un mismo locus. Es una medida de la diversidad genética ampliamente
utilizada. Una baja heterocigosidad podria estar relacionada con una mayor endogamia. La alta
endogamia, a su vez, se relaciona con una menor capacidad de adaptacion o fitness de los
individuos a las condiciones ambientales. De igual manera, una poblacion de tamarfio pequefio
puede tener una mayor tasa de endogamia, produciendo menor fitness. Conocer la diversidad

genetica de una poblacion puede servir para determinar el estado en que se encuentra en
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términos de vulnerabilidad y desarrollar programas de conservacion adecuados (Reed y

Frankham, 2003).

1.9 Estudios genéticos en Manta birostris

En general, existen muy pocas publicaciones cientificas disponibles sobre genética en esta
especie en particular a pesar de ser una de las mantarrayas mas populares a nivel mundial.
Kashiwagi et al. (2012) establecieron una firma genética para distinguir a las especies M.
alfredi y M. birostris tiempo después de que Marshall et al. (2009) hayan hecho la distincién
morfoldgica entre ambas y dado una nueva descripcion del género Manta. Esta firma genética
utiliza el gen RAG1 (681 pb) del genoma nuclear y el gen mitocondrial ND5 (1188 pb), en
donde se observan haplotipos no compartidos por ambas especies, Utiles para poder
diferenciarlas. El gen RAGL1 codifica para las proteinas encargadas de activar la recombinacion
somatica de los genes de los receptores de antigenos en los linfocitos (Spanopoulou et al.,
1995); es un gen conservado que muestra variabilidad y se lo utiliza cominmente para estudios
filogenéticos en animales. El gen ND5 codifica para la proteina NADH dehidrogenasa 5, que
es parte del complejo | de las mitocondrias; interviene en la fosforilacion oxidativa (Bai et al.,
2000) y también se lo ha utilizado frecuentemente para estimar relaciones filogenéticas entre
taxones animales (Simon et al., 1994). Walter et al. (2013) sugieren haber encontrado el primer
hibrido viviente entre M. alfredi x M. birostris utilizando las firmas genéticas caracterizadas
por Kashiwagi et al. (2012) con estos dos genes. Se encontrd un individuo con caracteristicas
morfoldgicas de M. alfredi que contaba con un haplotipo mitocondrial nuevo para esta especie.
Para la secuencia del gen RAG1 se encontrd que el individuo era heterocigoto mostrando 2
SNPs exclusivos para M. alfredi y M. birostris, por lo que se estimé que podria existir cierta
compatibilidad sexual entre ambas especies.

En otro estudio realizado por Kashiwagi et al. (2012) se identificaron 10 loci microsatélites

para M. alfredi, los cuales también amplificaron exitosamente para otras especies de
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mantarrayas como M. birostris (9/10 loci), Mobula japanica (7/10), M. thurstoni (8/10), M.
tarapacana (5/10). Estos loci han servido para la caracterizacion de la diversidad genética y
estructura poblacional de Manta birostris en un estudio realizado por Yumiceba (2014) donde
se analizaron individuos que visitaron la Isla de la Plata, Ecuador en el periodo 2010-2012. La
diversidad genética de M. birostris en este estudio resulta ser relativamente alta basandose en
la heterocigosidad esperada (He = 0.61) e indice de Shannon (I = 1.161). Sin embargo, no
existen otros estudios de este tipo en M. birostris como para comparar la diversidad genética
en otras partes del mundo, ya que la investigacibn més reciente se ha enfocado en su
alimentacion, distribucion y migracién (Burges et al. 2017a; Stewart et al. 2016; Girondot et
al. 2015).

En el presente estudio se utilizaron 8 de los 10 microsatélites descritos por Kashiwagi et
al. (2012) para determinar la diversidad genética y estructura poblacional de individuos de
Manta birostris muestreados en la Isla de la Plata y Bajo Copé en el afio 2013. Adicionalmente,
se utilizaron los datos de la matriz alélica obtenida en un estudio previo donde se analizaron
muestras de M. birostris de la Isla de la Plata en el periodo 2010-2012. Como aporte nuevo al
andlisis de las muestras del estudio previo se realizaron pruebas de parentesco y dispersion

sesgada por sexo.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo General
e Determinar la diversidad genética y estructura poblacional en individuos de Manta
birostris muestreados en la Isla de la Plata y Bajo Copé, Ecuador, en el afio 2013

mediante microsatélites.

2.2 Objetivos Especificos

e Estandarizar protocolo de PCR con primers heter6logos de regiones microsatélites para
M.birostris (Kashiwagi et al., 20120) marcados con fluor6foros segun el método de
Blacket et al. (2010).

e Caracterizar la diversidad genética y la estructura poblacional de individuos de Manta
birostris que visitaron la Isla de la Plata y Bajo Copé en el afio 2013 analizando
frecuencias y distancias genéticas.

e Determinar si existe dispersion sesgada por sexo en la muestra analizada.

e Comparar resultados obtenidos para el afio 2013 con los resultados reportado por

Yumiceba (2014) para los afios 2010, 2011 y 2012.
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3. AREA DE ESTUDIO

La Isla de la Plata (01°16°S 81°03’W) se encuentra aproximadamente a 30 km de la
costa de la provincia de Manabi, Ecuador y abarca una extension de 14.2 km?. Sus costas
presentan altos acantilados, de modo que el Unico acceso a la isla para las embarcaciones es la
playa de Bahia Drake. Forma parte del Parque Nacional Machalilla y se encuentra oficialmente
protegida por el Sistema Nacional de Areas Protegidas (SNAP) (Cisneros-Heredia, 2005). Sus
condiciones climaticas estan influenciadas por las corrientes calidas de Panama y del Nifio, por
la corriente fria de Humboldt y la Contra-Corriente Ecuatorial. Es un sitio con importante
diversidad biolégica que cuenta con especies animales unicas en el Ecuador que han sido
registradas también en las Islas Galapagos (Miranda, 2011). Las actividades turisticas que se
realizan aqui incluyen el avistamiento de ballenas jorobadas y de mantarrayas gigantes que
visitan la isla por temporadas (Sheidat et al., 2004). Las ballenas jorobadas pasan por las isla y
varias playas a lo largo de toda la costa ecuatoriana entre junio y octubre (Félix y Haase, 1995).
La temporada de avistamientos de M. birostris en la Isla de la Plata es desde junio hasta
comienzos de octubre, con un pico marcado a desde mediados de agosto y principios de
septiembre (Guerrero y Hearn, 2017).

De las 24 muestras procesadas y analizadas en este estudio 15 fueron recolectadas
especificamente en el sitio de buceo de la Isla de la Plata conocido como La Pared
(01°15°35.92’S 81°4°52.26°°W). Se recolectaron muestras de tejido muscular o moco de
individuos diferentes. Los individuos fueron fotografiados e identificados por el patrén de
pigmentacion en su vientre. La recoleccion fue realizada por Michell Guerrero y Andrea
Marshall, investigadores del Proyecto Mantas Ecuador, cumpliendo con un el respectivo
permiso ministerial. La recoleccion se realizé mediante inmersiones de buceo SCUBA en los
meses de agosto, septiembre y octubre. Las inmersiones de buceo se realizaron alrededor de

las 11 am. La profundidad méxima de buceo fue de aproximadamente 20 metros. Las muestras
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fueron entregadas al Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco de
Quito, donde se realizaron los analisis moleculares. La electroforesis capilar que se realizo para
determinar el genotipo de los individuos se llevo a cabo en Macrogen (Sedl, Republica de
Korea).

Las 57 muestras analizadas en el estudio previo (Yumiceba, 2014) fueron recolectadas
por los investigadores mencionados anteriormente en los afios 2010 (n = 4 individuos), 2011
(n=10) y 2012 (n = 43). De igual manera, se analizaron en el Laboratorio de Biotecnologia
Vegetal de la misma institucion. Estas muestras fueron recolectadas en diferentes sitios de
buceo de la Isla de la Plata conocidos como Punta el Faro (1°15°30.15°°S 81°4°21.94°°W),
Roca Honda (1°15°28.73°’S 81°4°30.00°’W) y también en La Pared.

Bajo Copé (01°48°S 81°03°W) es un area marina ubicada al sur del Parque Nacional
Machalilla en la provincia de Santa Elena, 18 millas frente a las costas de Montafiita, con una
extension de 52 km? y un rango de profundidad aproximada de 10 a 80 m (Ministerio del
Ambiente, 2010). Representa uno de los cuatro sitios de buceo mas destacados de Santa Elena
junto al Islote El Pelado, Black Sand y Barco Hundido (Suérez, 2013). En esta plataforma
rocosa submarina los avistamientos de M. birostris ocurren también en la temporada de junio
a octubre, y parece ser un sitio de agregacién estacional importante para esta especie. Una
actividad considerable de alimentacion ha sido registrada en el Bajo Copé e incluso existen
resultados de monitoreo que sugieren que los individuos permanecen mayor tiempo en este
sitio de agregacion que en la Isla de la Plata (WWF, 2015).

De las 24 muestras procesadas y analizadas en este estudio 9 se recolectaron en dos
sitios especificos del Bajo Copé. Las coordenadas de los dos sitio son: 1°48°7.59’’S
81°3’8.11°’W y 1°49°7.10°°S y 81°3’8.87°’W. Los recolectores y condiciones de recoleccién
fueron las mismas que en la Isla de la Plata, mencionadas anteriormente. De igual manera, los

analisis moleculares y la electroforesis capilar se realizaron en Quito y Korea, respectivamente.
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4. JUSTIFICACION

Una de las principales justificaciones de este estudio es el hecho de que M. birostris se
encuentra catalogada en la Lista Roja de la Union Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza (IUCN) como una especie migratoria vulnerable con alto riesgo de extincién
(Marshall et al., 2006). Al igual que otras especies de la familia Mobulidae, se encuentra
amenazada por actividades antropogenicas como la pesca incidental e intencionada (Couturier
et al., 2012). Actualmente existe poca informacion sobre el estado genético de las poblaciones
de M. birostris y sus patrones migratorios que permita el desarrollo de programas de
conservacion adecuados (Stewart et al., 2016).

La especie representa un atractivo turistico para la Isla de la Plata y, por ende un ingreso
econdémico importante (O’Malley et al., 2013). Sin embargo, en el Ecuador se registrd un total
de 15 toneladas de M. birostris capturadas en el periodo 2002-2011 (Mundy-Taylor y Crook,
2013). Es asi que desde el 2009 el Proyecto Mantas Ecuador, dirigido por la Fundacién
Megafauna Marina del Ecuador (FMME), ha logrado generar datos Utiles para el informe del
estado de conservacion de M. birostris en la valoracion de especies consideradas en la Lista
Roja de la UICN. Ademas, han desempefiado un papel fundamental en la inclusion de la especie
en los apéndices de la Convencion sobre la Conservaciéon de las Especies Migratorias de
Animales Silvestres (CMS) y la Convencion sobre el Comercio Internacional de Especies
Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES), ambas propuestas presentadas a nivel
internacional y dirigidas por el Ministerio del Ambiente del Ecuador (Guerrero y Hearn, 2017).

Al igual que con otras especies migratorias, los esfuerzos de conservacion de M.
birostris se han enfocado principalmente en acuerdos internacionales como el CMSy la CITES
en un intento de restringir el impulso econdmico de la pesca de mantarrayas y prevenir su
captura dirigida. Sin embargo, la efectividad del enfoque de manejo internacional de especies

migratorias marinas es cuestionable, ya que ciertos paises que han firmado los acuerdos
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internacionales continGan practicando la explotacion de mantarrayas (Stewart et al., 2016).
Uno de los propdsitos del presente estudio es fortalecer la conservacion de esta especie tratando
de establecer un enfoque de proteccion a nivel local en la Isla de la Plata y Bajo Copé.

Si bien existen estudios de rastreo satelital de M. birostris donde se observa que los
individuos tienden a regresar al mismo sitio de avistamiento en diferentes afios, el estudio de
su estructura poblacional a nivel genético es escaso. Determinar la estructura poblacional de
M. birostris en afios consecutivos podria ayudar a entender si el grupo que visita la Isla de la
Plata pertenece a una misma poblacién que regresa afio tras afio o si existan multiples
poblaciones que visitan la isla y convergen en ciertas temporadas. Si se tratara del primer caso,
es probable que la poblacién permanezca relativamente cerca al lugar de avistamiento durante
el resto del afio y que tenga menor flujo genético con otras poblaciones. Se ha encontrado
evidencia de esta posibilidad en 2 localidades de México relativamente cercanas entre si (600
km) (Stewart et al, 2016). Stewart y colaboradores (2016) investigaron dos sitios de agregacion
de Manta birostris en México. Un sitio de agregacién es el lugar donde se observa una gran
cantidad de individuos en determinadas temporadas. Los autores antes mencionados
encontraron que las mantarrayas rastreadas satelitalmente no se alejaban a méas de 150 km a la
redonda de su sitio de agregacion y sus rutas migratorias no se sobrelapaban. Ademas, los
resultados obtenidos a nivel genético revelaban que los individuos muestreados en estos dos
sitios de agregacion presentaban una estructura poblacional bien definida. Los individuos de
un sitio de agregacién pertenecian a una poblacion diferente a la del otro sitio de agregacion
segun los resultados de Structure.

En Ecuador se tiene evidencia de individuos de M. birostris que se mueven desde la
Isla de la Plata hacia Bajo Copé y luego hacia la Isla Santa Clara (El Oro, Ecuador) recorriendo
aproximadamente 230 km. La distancia podria ser mayor en direccion al Sur. Por otro lado, no

se ha documentado movimientos de gran escala de M. birostris fuera de la linea costera.
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Guerrero y Hearn (2017) asumen que se trata de una gran poblacion que migra apegada a lo
largo de la costa oeste de América del Sur en funcién de la disponibilidad de alimento y
condiciones ambientales. Rastreadores satelitales colocados recientemente (septiembre, 2017)
en la Isla de la Plata mostraron el movimiento de dos individuos. Se logro dar seguimiento de
los dos individuos durante 4 meses, es decir, hasta enero del 2018. El rastreo de estos individuos
mostro que se mantuvieron desplazandose en la zona costera entre Ecuador y el norte de Peru.
No se alejaron a mas de 200 km de la costa en direccion al oeste y no se dirigieron a mas de
300 km al sur de la Isla de la Plata. Se necesitaria rastrear a un mayor numero de individuos y
durante un periodo de tiempo mas extenso para comprobar si verdaderamente se trata de un
grupo de individuos con comportamiento residente de esta zona costera.

Si se tratara de un grupo residente de la zona costera ecuatoriana-peruana se podria
establecer una estrategia de conservacion que vincule solo a estos dos paises. Las
consideraciones de manejo a tomar en cuenta no se aplicarian a una poblacion que viaja
distancias largas y que podria tener mayor flujo génico con diferentes poblaciones. Las
consideraciones de manejo se harian considerando a una poblacion relativamente mas residente
y vulnerable. Ademas, el manejo de la conservacion de una poblacion residente puede tener
ventajas socio-econdmicas como un menor nimero de partes involucradas, facilidad en aplicar
consideraciones juridicas y un area de proteccién mas pequefia (Stewart et al., 2016).

Hasta ahora la informacion obtenida de M. birostris en Ecuador y, especificamente en
la Isla de la Plata por el Proyecto Mantas Ecuador se ha basado en transectos visuales, métodos
de identificacion por fotografia y telemetria (satelital y acustica) para monitorear patrones
estacionales de visita, composicion y abundancia (Guerrero y Hearn, 2017). Sin embargo, no
se han realizado estudios sobre diversidad genética o estructura poblacional. Es por esto que
los datos presentados en este estudio podrian servir para complementar la informacion

recopilada por el Proyecto Mantas Ecuador. De esta forma, se podria promover la participacion
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del Ministerio del Ambiente, Ministerio del Turismo y la Subsecretaria de Recursos Pesqueros

para desarrollar una proteccion integral y perenne de M. birostris en el Ecuador.



5.1 Extraccion de ADN a partir de muestras de tejido de M. birostris

5. MATERIALES

Fragmentos de tejido cutaneo y muscular de M. birostris

Buffer de lisis (10mM NaCl — 10mM Tris — mM EDTA — pH 8)
Proteinasa K (Invitrogen)

Acetato de Amonio 7.5 M

Etanol frio 100%

TE 1X (10mM Tris base — 1mM EDTA — pH 8)

Tubos Eppendorf 1.5 mL

Balanza analitica (Sartorius LA230 S)

Céamara de flujo laminar (Labconco)

Incubadora con agitacion (Barnstead)

Centrifuga refrigerada (Eppendorf 5415 D)

5.2 Cuantificacion de ADN:

NanoDrop 1000 (ThermoScientific)
Buffer TE (10mM Tris base — 1mM EDTA — pH 8)

Ultra Pure Distilled Water (GIBCO)

5.3 Amplificacion de regiones microsatélite (SSRs) mediante PCR:

ADN extraido de tejido de M. birostris

Pares de primers de regiones microsatélites (Tabla 1)

Cola universal marcada con fluoréforo 6-FAM, VIC, NED, PET
Tag DNA polimerasa 5 U/uL (Invitrogen)

Platinum Tag DNA polimerasa (Invitrogen)

Buffer PCR 10X (Invitrogen)

30



31

MgCI2 50 mM (Invitrogen)
Ultra Pure Distilled Water (GIBCO)
dNTPs 10 mM (Invitrogen)
Microcentrifuga 5415D (Eppendorf)

T Personal Thermocycler (Biometra)

5.4 Electroforesis en geles de acrilamida

Ultra Pure Acrylamide (Invitrogen)

Ultra Pure N,N"-Methylenebisacrylamide (Invitrogen)

TBE 1X (89.15 mM Tris base — 88.95 mM Acido Bérico — 2.54 mM EDTA)
Ultra Pure UREA (Invitrogen)

Detergente Alconox

Cleaning sheets-Kimwipes (Kimberly-Clark)

Etanol 70%

Rain.X™

Sigmacote® (SIGMA)

Solucidn para tratamiento de vidrios (etanol 96% y acido acético glacial 0.5%)
Bind-Silane (3-Trimethoxysily-propyl-methacrylate 98%) (SIGMA-ALDRICH)
Persulfato de amonio (J.T. Baker)

UltraPure TEMED (N-tetramethilethilenediamine) (Invitrogen)

Buffer de carga para pre-corrida (25% Gliverol, 0.1% Azul de Bromofenol)
Blue Juice 10X (Invitrogen)

Ladder 10bp (Invitrogen)

Microcentrifuga 5415D (Eppendorf)

T100 Thermal Cycler (BIORAD)
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Sequi-Gen Cell GT System (BIORAD)

Fuente de poder PowerPac HV (BIORAD)

5.5 Tincion con Nitrato de Plata

Solucidn fijadora y de parada (200 mL de alcohol absoluto (J.T Baker), 10 mL de
acido acético glacial (MERCK) y 1790 mL de agua destilada)

Solucion de tincidn (4g de nitrato de plata (FISHER), 3mL de formaldehido 37%
(MERCK) y 2000 mL de agua destilada)

Solucion reveladora (30 g de hidréxido de sodio (MERCK), 4 mL de formaldehido
37% (MERCK) y 2000 mL de agua destilada)

Camara fotogréafica (Canon XPOSZ)

Transiluminador de luz blanca

5.6 Electroforesis en geles de agarosa

SeaKem LE Agarosa

TBE 1X (86.15 mM Tris base — 88.95 mM Acido Bérico — 2.54 mM EDTA)
SYBR Safe (Invitrogen)

Ultra Pure Distilled Water (GIBCO)

Blue Juice 10X (Invitrogen)

Ladder 100 bp (Invitrgen)

EC360M Electrophoretic Gel System (BIORAD)

MGU-502T Horizontal Midi-Gel Kit (C.B.S Scientific)

Fuente de Poder EPS -300 11 (C.B.S Scientific)

Fotodocumentador Gel Doc XR (BIORAD)

5.7 Extraccion de bandas en geles de agarosa

Pure Link Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen)



e Bisturi

e Hojas de bisturi

e Alcohol isopropilico (98%)

e Microcentrifuga 5415D (Eppendorf)
e Tubos Eppendorf 1.5 mL

e Balanza analitica (Sartorius LA230 S)

e Transiluminador de luz azul (Safe Imager 2.0, ThermoFisher)

5.8 Andlisis de datos

e Software R-studio (RStudio Team, 2015) incluyendo el paquete:
o hierfstat (Goudet y Jombart, 2015)
o adegenet (Jombart, et al., 2016)
e Software Structure 2.3.4 (Pritchard, et al., 2000)
o Structure Harvester (Earl y von Holdt, 2014)
o CLUMPP 1.1.2 (Jakobsson y Rosenberg, 2007)
o distruct 1.1 (Rosenberg, 2004)
o Adobe Illustrator®

e Software DARwin (Perrier y Jacquemoud-Collet, 2006)
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6. METODOS
6.1 Obtencion de muestras de tejido de M. birostris

Se recolectaron 24 muestras de tejido de individuos de M. birostris que visitaron la Isla
de la Plata durante los meses de agosto a octubre del 2013. La colecta se realizo cumpliendo
los requerimientos del permiso de investigacion N° 008 RM-DPM-MA otorgado por el
Ministerio del Ambiente para el “Estudio sobre los movimientos migratorios y el uso de habitat
de la poblacion de Mantarraya (Manta birostris) en las aguas costeras de la Isla de la Plata y
sus alrededores, Manabi, Ecuador y de Bajo Copé, Santa Elena, Ecuador, Proyecto Mantas
Ecuador” del instituto NAZCA de investigaciones marinas. Las personas encargadas de tomar
las muestras fueron Michel Guerrero y Andrea Marshall, investigadores del Proyecto Mantas
Ecuador, quienes entregaron las muestras de tejido muscular de M. birostris al Laboratorio de

Biotecnologia Vegetal de la USFQ.

6.2 Extraccion y cuantificacion de ADN de M. birostris:

El ADN gendmico se extrajo a partir de tejido de M. birostris mediante el protocolo de
Broderick et al. (1984 citado en Kashiwagi et al. 2012) previamente estandarizado en el
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco de Quito.

Se cortd y peso6 0.01 g de tejido muscular o moco en un tubo Eppendorf de 1.5 mL. Se
afiadieron 495 uL de buffer de lisis y 5 pL de proteinasa K al tubo, y se mezcl6 varias veces.
Se incubd por 16-19 horas a 56°C con agitacion hasta que la mayor parte del tejido sufrid lisis.
Se agregaron 250 pL de acetato de amonio frio y se mezclé vigorosamente. Se centrifugaron
los tubos a una velocidad de 13200 rpm durante 20 min a una temperatura de 4°C. Se traslad6
el sobrenadante a tubos eppendorf nuevos previamente rotulados, evitando resuspender el
precipitado en el fondo de los tubos centrifugados. Se afiadieron 750 L de etanol frio al 100%
y se mezclo. Se centrifugd nuevamente a 13200 rpm por 20 min a 4°C y se comprobd que se

haya formado un precipitado en el fondo del tubo. Se descarté el sobrenadante y se afiadieron
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500 pL de etanol frio al 100%. Se resuspendio el precipitado que contenia el ADN para lavarlo
y se volvid a centrifugar con las condiciones anteriores. Se descart6 la mayor cantidad de etanol
sin levantar el precipitado y se colocaron los tubos en la camara de flujo laminar para que el
etanol remanente se evapore. Finalmente, se resuspendié el ADN en 30-50 pl de TE 1Xy se
almacend a -20°C hasta ser utilizado.

La concentracion de ADN se determind usando un espectofotémetro NanoDrop 1000
(Thermo Scientific). La integridad del ADN se determind mediante geles de agarosa al 1%
(80V, 45 min) con el uso de SYBR safe DNA gel stain (Invitrogen) y fotodocumentador Biorad
Gel Doc XR (BIORAD). Se diluyeron las muestras a una concentracion final de 10 ng/pL para

las reacciones de PCR y se almacenaron a -20°C.

6.3 Seleccion de primers y amplificacion de regiones microsatélites:

En un estudio realizado por Kashiwagi et al. (2012) se disefiaron y estandarizaron 10
pares de primers de regiones microsatélites que se probaron en M. alfredi, M. birostris y ciertas
especies del género Mobula. De estos marcadores, sélo 9 mostraron amplificacion para M.
birostris. Posteriormente, Yumiceba (2014) reportd amplificacion para 8 de estos 9 primers.
En este estudio se utilizaron los 8 primers distribuidos de la siguiente manera: primers MA14,
MA21 y MA49 para amplificar y genotipar con geles de poliacrilamida siguiendo los
protocolos reportados por Yumiceba (2014); y los 5 primers restantes MA09, MA15, MA30,
MA34 y MA43 fueron resintetizados con una cola universal (secuencia de 15 pares de bases)
agregada al extremo 5° para aplicar la metodologia de amplificacion con fluoréforos descrita
por Blacket et al. (2010) y genotipar utilizando el software GeneMarker (SoftGenetics LLC,
2012).

Las reacciones de PCR con los tres primeros primers se realizaron con un volumen final
de 10 pL compuestas por una concentracion de 1X de Buffer de PCR (Invitrogen), 1.5 mM de

MgCl; (Invitrogen), 1 mg/mL de BSA, 0.4 mM de dNTPs (Invitrogen), 5 UM de los primers
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forward y reverse, 1 unidad de Taqg polimerasa (Invitrogen) y 20 ng de ADN gendmico. Las
reacciones de PCR con los cinco primers restantes se realizaron con un volumen final de 25
ML compuestas por las mismas concentraciones de Buffer de PCR, MgCl2, BSA y dNTPs. Los
primers forward con la cola universal se aplicaron a una concentracion de 0.15 uM; los primers
marcados con fluoréforo a 0.2 uM vy los reverse a 0.5 uM. Se utilizé una unidad de Platinum
Taqg polimerasa (Invitrogen) por reaccion y 10 ng de ADN genémico.

El programa del termociclador se establecié con una desnaturalizacion inicial a 94°C
por 5 minutos, luego 37 ciclos de tres fases cada uno: 30 segundos a 94°C; 45 segundos a la
temperatura de annealing estandarizada para cada primer (Tabla 1) y 90 segundos de extension
a 72°C; seguido de una extension final de 72°C por 10 minutos (Kashiwagi et al., 2012;
Yumiceba, 2014)

Para las muestras que presentaban bandas inespecificas en las fotos de geles de agarosa
0 generaban picos inespecificos dentro del tamafio esperado en GeneMarker (SoftGenetics
LLC, 2012) se realiz6 una extraccion de bandas utilizando el protocolo del PureLink Quick
Gel Extraction Kit (Invitrogen). EI PCR para generar estas bandas se realiz6 sin fluoréforo y
el PCR de reamplificacion del ADN extraido de las bandas obtenidas del gel de agarosa se
realiz6 aplicando el primer marcado con fluor6foro. Las concentraciones de los reactivos de
PCR en estos casos especificos corresponden a las mismas mencionadas anteriormente (con y
sin fluor6foro). La temperatura de annealing de los primers para estas muestras se incremento

hasta un méximo de 65°C con el fin de eliminar las bandas inespecificas en la amplificacion.

6.4 Electroforesis en geles de poliacrilamida y tincién con nitrato de plata:

Los productos de las reacciones de PCR de los primers MA14, MA21 y MA49 se
separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 6% con el uso del sistema

Sequi-GenTM (Biorad). Para revelar las bandas obtenidas se utiliz6 nitrato de plata basandose
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en el protocolo de Benbouza (2006) y un protocolo estandarizado en el Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco de Quito.

Se lavo el vidrio 4 veces cuidadosamente con el detergente Alconox y pequefios trozos
de cleaning-sheets Kimwipe. Se enjuagd con agua tibia y se dejé secar al ambiente. Se limpio
el vidrio con etanol 70%. Se afiadio de forma homogénea en la superficie del vidrio 3 mL de
una solucion Bind-Silane (SIGMA-ALDRICH). Se dejo secar y se limpidé nuevamente con
etanol al 70%. Se afiadi6 3 mL de Rain X y después 800 pL de Sigmacote (SIGMA). Se
limpiaron todas las piezas de la camara de electroforesis con etanol al 70% y se la armo con
las indicaciones del fabricante. Una vez armada la cdmara se inyectaron 100 mL de una
solucion de acrilamida al 6% (5M de urea y acrilamida/bisacrilamida en proporcion 19:1), con
545 pL de persulfato de amonio al 10% y 109 puL de TEMED. Se introdujo el peinte con las
puntas hacia el exterior de la camara para formar el frente de corrida y se dejo polimerizar el
gel durante 60 min. Se paso el gel de la posicion de polimerizacion a la posicién vertical de
corrida. Se afiadieron 400 mL de TBE 1X caliente a la base de polimerizacion y 1100 mL en
el interior de la cAmara. Se retir6 el peine y se limpiaron restos de urea con pipeta Pasteur. Se
formd los pocillos metiendo las puntas del peine en el gel y se limpié nuevamente la urea con
la pipeta Pasteur. Se realiz6 una pre-corrida cargando 1 uL de buffer de carga y saltandose un
pocillo para descartar posibles filtraciones. Se programé la fuente de voltaje a 80 Watts por 30
min.

Se prepararon los productos de PCR agregandoles 1 uL de Blue Juice 10X (Invitrogen).
Una vez finalizada la pre-corrida se cargaron 5 uL de las muestras en cada pocillo y 3 uL del
ladder 10 pb (Invitrogen), denaturados a 95°C por 5 min. La electroforesis se realizé durante
2 horas y media a 3 horas aproximadamente a 80 Watts a una temperatura de 50 °C.

Terminada la electroforesis se reveld el gel de acrilamida con nitrato de plata basandose

en el protocolo de Benbouza (2006). Se separ6 el vidrio de la camara y se dejé reposar por 5
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min en una bandeja que contiene solucion fijadora fria. Se apagaron las luces para colocar el
gel cara arriba en una bandeja con solucion de tincion por 7 min con agitacion constante. Se
lavé el vidrio durante 10 segundos con 2 litros de agua destilada y se pasé inmediatamente el
vidrio a una bandeja con solucion de revelado por 7 min manteniendo una leve agitacion. Se
trasladd el vidrio a una bandeja con solucion fijadora por 3 min sin agitacion y con la luz
encendida. Se realizé un segundo lavado con 2 L de agua destilada y se dejo secar al ambiente

en posicion vertical hasta el siguiente dia.

6.5 Toma de datos y elaboracion de matrices alélicas:

Para los primers utilizados con la metodologia de electroforesis en geles de
poliacrilamida la toma de datos se realizd con transiluminador de luz blanca. Se marcé sobre
el vidrio en la cara opuesta al gel el area que corresponde al tamafio esperado de cada primer
para todas las muestras y se identificaron los alelos. Para determinar el tamafio de los alelos se
midié la distancia de migracién de las bandas del ladder (marcador de peso molecular) y de
cada uno de los alelos. Se realizé una regresion lineal tomando como base la distancia en
centimetros de las bandas del ladder y su tamafio en pares de bases, y se introdujo a la ecuacion
lineal obtenida los datos de distancia de los alelos para convertirlos en tamafio en pares de
bases.

Para los primers utilizados con la metodologia de amplificacion con fluor6foros la toma
de datos se realizé mediante el software GeneMarker (SoftGenetics LLC, 2012). Se colocé en
placas de 96 pocillos los productos de amplificacion de las reacciones de PCR de los diferentes
primers combinando un maximo de 2 primers por muestra en cada pocillo. La organizacion del
contenido de los pocillos se realizé en base a los tamafios esperados de cada primer, poniendo
juntos a los que tenian mayor diferencia en pares de bases y utilizando diferentes fluor6foros
para cada primer. De esta forma, las amplificaciones de las muestras en cada pocillo quedaron

organizadas de la siguiente manera: primers MAOQ9 (fluor6foro VIC) y MA34 (NED) juntos;
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primers MA15 (PET) y MA43 (FAM), juntos; y MA30 (NED), solo. Se identificé cada pocillo
y se envid la placa a Macrogen (Seul, Korea) para que los fragmentos amplificados sean
analizados con un secuenciador ABI 3130xI (Applied Biosystems). Los resultados obtenidos
del secuenciador permitieron determinar el tamafio de los amplicones. El tamafio de los
amplicones se determina identificando los picos intensidad de fluorescencia de cada muestra.
Los picos de cada fluoréforo (VIC, NED, PET y FAM) asociado a un locus se examinaron en
GeneMarker (SoftGenetics LLC, 2012) para las 24 muestras. Se tomaron en cuenta sélo los
picos de fluorescencia que estaban mas cercanos al tamafio esperado de cada primer. A los
tamarios esperados de los primers estandarizados por Yumiceba (2014) se les afiadio 15 pares
de bases pertenecientes a la cola universal (Tabla 1). Los picos que se observaban en el software
se analizaron siguiendo dos patrones para el reconocimiento de alelos: tomando en cuenta los
picos de mayor intensidad y registrando los tamafios de pares de bases de los alelos de forma
que la diferencia de tamafio entre alelos de un mismo locus sea coherentes con el nimero de
pares de bases del motivo de cada locus.

Para elaborar la matriz alélica se utilizO0 MS Excel. Se realizdé una tabla donde se
escribi6 el nombre de los 8 loci en las columnas, utilizando dos columnas por locus; el codigo
de cada individuo en las filas y el tamafio en pares de bases correspondiente al alelo en las
celdas. Con esta matriz alélica se realizaron los analisis de diversidad genética y de estructura
poblacional utilizando diferentes programas. Para ciertos programas de analisis de datos el
formato de la matriz fue modificada utilizando un simple editor de texto como Notepad++ para
generar archivos en formatos separados por comas (.csv) u otros especificos para cada

programa.
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6.6. Analisis de diversidad genética y estimacion de la estructura poblacional de M.

birostris de la Isla de la Plata:

Para determinar la diversidad genética de la muestras de mantarrayas de la temporada
del 2013, se calcularon los siguientes valores: nimero de alelos encontrados e indice de
Shannon (I) por locus y heterocigosidad esperada (He), utilizando los softwares GenAlEx
6.501 (Peakall y Smouse, 2012) y RStudio (RStudio Team, 2015) con el paquete adegenet,
comando Hs (Jombart, et al., 2016). Se calcul6 la heterocigosidad esperada de las localidades
Isla de la Plata y Bajo Copé por separado y se determind si existe diferencia significativa entre
ambas mediante mediante simulacion de datos aplicada con la funcion hs.test del paquete
adegenet.

Para los analisis de estructura poblacional, se removié al locus MA15 de la matriz de
alelos, ya que se determiné que era monomdrfico. Se calculé la distancia Fst (Weir y
Cockerham, 1984) entre los individuos de las dos localidades utilizando el paquete hierfstat
comando pairwise.fst. Para estimar el nimero de grupos que mejor explica la estructura
poblacional de nuestra muestra se utilizo el programa Structure (Pritchard, et al., 2000) y la
herramienta Structure Harvester (Earl y von Holdt, 2014) tomando en cuenta todos los loci.
Ambos programas se utilizaron para determinar el valor K éptimo, el cual corresponde al
namero supuesto de linajes al que corresponden los individuos que esta mejor explicado por
los datos en base a inferencia bayesiana. Se evaluaron valores de K entre 1 y 8, realizando 10
réplicas por cada K, con modelo admixture utilizando 100.000 pasos de burn-in y 1°000.000
de pasos de Markov Chain Monte Carlo (MCMC). Los programas CLUMMP (Jakobsson y
Rosenberg, 2007) y Distruct 1.1 (Rosenberg, 2002) se usaron para poder graficar un consenso
de los resultados obtenidos con Structure.

Se utilizé el programa DARwin 5.0.158 (Perrier y Jacquemoud-Collet, 2006), para

realizar un analisis de PCoA donde se pueden agrupar visualmente a los individuos segun
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distancias euclidianas entre puntos (en este caso, las distancias genéticas entre individuos). Se
tomaron en cuenta los 8 loci para el analisis incluyendo el MA15. Se utilizaron los datos de los
individuos muestreados el 2013 en la Isla de la Plata y en Bajo Copé.

Se realizé una ampliacion de la muestra con los resultados obtenidos en el trabajo de
titulacion realizado por Yumiceba (2014) donde se analizan individuos de los afios 2010-2012.
Con esta ampliacion se pudo analizar si existe estructura poblacional entre en los individuos
que visitaron la Isla de la Plata en afios consecutivos. Para analizar la muestra ampliada se
utilizé el programa RStudio (RStudio Team, 2015), paquete adegenet (Jombart, et al., 2016)
para determinar si existe diferencia significativa entre las heterocigosidades esperadas
(removiendo el locus MA15) de cada afio mediante una simulacion de datos implementada en
la prueba hs.test que utiliza el método de Montecarlo (Jombart, et al., 2016). Se utilizé el
paquete hierfstat (Goudet y Jombart, 2015), comando fstat, para calcular los indices de
fijacion Fst Firy Fis, que van a determinar si la diversidad genética esta explicada mayormente
por la variabilidad que existe entre individuos de diferentes afios, o por la variabilidad dentro
de cada afio. Las distancias Fst se calcularon con el comando pairwise.fst

Con el programa DARwin 5.0.158 (Perrier y Jacquemoud-Collet, 2006) se realizé un
PCoA de la muestra ampliada con los individuos de M. birostris de las temporadas del 2010-
2013. Se tomaron en cuenta los datos de los 8 loci. Los individuos de cada afio fueron
identificados con colores diferentes en la gréafica para que se puedan distinguir visualmente.

Con el paquete hierfstat (Goudet y Jombart, 2015) se realizé una prueba de dispersion
sesgada por sexo usando la funcién sexbias.test. Esta prueba se lleva a cabo mediante
simulacion y permutacién de datos utilizando cuatro estadisticos para determinar si son los
machos o las hembras las que se alejan de su lugar de nacimiento antes de reproducirse. Los
estadisticos son: la media del coeficiente del indice de asignacion (mAIC), la varianza del

coeficiente del indice de asignacion (VAIC), y los estadisticos Fisy Fst. La razon por la cual se
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utilizan 4 estadisticos para una misma prueba es que VAIC es mas sensible a la presencia de
pocos migrantes con genotipos bastante diferentes, mientras que Fsty Fis Son méas sensibles
cuando la dispersion se da en una proporcion grande de la muestra aun cuando sus genotipos
son poco diferentes. La prueba con el estadistico mAIC representa un intermedio entre los tres
(Goudet, Perrin y Waser, 2002).

El programa CoAncestry (Wang, 2011) se utiliz6 para estimar el grado de parentesco
que existe entre individuos de un mismo afio de muestreo y entre individuos pertenecientes a
diferentes afios. Se interpretaron los resultados en base al indice de coancestro de Wang, uno
de los estimadores generados por el programa, el cual compara un individuo x y un individuo
Yy, que pueden estar genéticamente correlacionados de dos maneras: que un solo alelo de un
determinado locus sea identical by descent entre ambos individuos, o que los dos alelos de un
locus sean identical by descent. Las probabilidades de que ocurran estos dos eventos son
estimados a través de Maximum Likelihood mediante un modelo matematico descrito por Wang
(2002), que finalmente permite obtener el nivel de parentesco entre dos individuos
clasificAndose de la siguiente manera: un valor de 0.5 entre padres e hijos; 0.25 entre hermanos

completos y 0.125 entre medios hermanos.
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7. RESULTADOS
7.1 Extraccion y cuantificacion de ADN de tejido de M. birostris:

Las concentraciones de ADN obtenidas de la extraccion de las 24 muestras de
mantarrayas de la temporada del 2013 fueron medidas con el sistema NanoDrop 1000 (Termo
Fisher Scientific). Las concentraciones se encuentran en el rango de 10-1314.4 ng/uL (Tabla
2). Los indices de calidad de ADN 260/280 y 260/230 variaron entre 1,74-2,76 y 0.36-2.04,
respectivamente (valores no mostrados). Algunas muestras provenian de tejido y otras de

moco, lo cual puede explicar la diferencia de calidad en el ADN entre diferentes muestras.

7.2 Amplificacion de secuencias cortas repetitivas

De los 8 pares de primers utilizados solo uno resultd ser monomorfico, el MA15, que
en resultados obtenidos por Yumiceba (2014) mostraba 3 alelos en un rango de 151-157 pb en
geles de poliacrilamida. En el presente estudio se considero este locus como monomorfico para
las muestras de individuos del periodo 2010-2013. Esta decision se tomo luego de amplificar
el locus MA15 con 4 muestras de ADN escogidas al azar de individuos del periodo 2010-2012.
Se utiliz6 una muestra de ADN de un individuo para el afio 2010 y 2011, y dos para el 2012.
El genotipado con electroforesis capilar revel6 un unico alelo de 146 pb para todos los
individuos. Los demas loci presentaron amplificacion utilizando las temperaturas de annealing
mostradas en la Tabla 1 y un rango de alelos entre 3y 8.

Las muestras MB16, MB18 y MB24 que presentaban picos inespecificos en
GeneMarker dentro del rango esperado para ciertos primers fueron sometidas a una nueva
amplificacion aumentando la temperatura de annealing hasta un maximo de 65°C para eliminar
bandas inespecificas y pasar por un proceso de extraccion de banda en gel de agarosa y
reamplificacion que permitio completar informacion faltante del genotipado. En muestras
MB13 y MB16 no se obtuvo informacion para 3 y 2 loci, respectivamente por falta de ADN

stock.
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7.3 Diversidad genética y estructura poblacional de las muestras de M. birostris del afio

2013

Se obtuvo un total de 39 alelos para los 8 loci en las 24 muestras. EI nimero de alelos
por locus fue de 1-8. Los loci més informativos fueron el MA43, MA14 y MAA49 con indices
de informacion de Shannon de 1.503, 1.705 y 1.754, respetivamente (Tabla 1). El indice de
Shannon promedio de la muestra fue 1.064 y la heterocigosidad esperada promedio fue 0.606.
La heterocigosidad esperada encontrada en los individuos analizados de la Isla de la Plata (n =
15, He = 0.591) resultd ser estadisticamente igual (p< 0.05) a la heterocigosidad esperada de
los individuos analizados de Bajo Copé (n =9, He = 0.601) (Tabla 3). La distancia Fst (0.019)
entre ambas localidades fue relativamente baja (Tabla 4). Se encontraron pocos alelos
exclusivos para cada locus (de 1 a 2) entre ambas localidades. De igual manera, los alelos
exclusivos de cada locus se presentaron en s6lo uno o dos individuos. Los alelos exclusivos
solo se encontraron en 4 de los 8 loci: MA30, MA34, MA43 y MA40 (Tabla 5).

Los resultados obtenidos del Structure utilizando solo las muestras recolectadas en el
afio 2013 indican que el valor éptimo de K es 2, sin embargo se observo que no existe una

estructura poblacional definida (Figura 1).

7.4 Analisis basado en frecuencias alélicas de muestras de M. birostris de los afios 2010-

2013

Las heterocigosidades esperadas de cada uno de los grupos de individuos muestreados
en diferentes afios se encuentra entre 0.596-0.638 siendo el afio 2012 el de mayor valor. Es
necesario tomar en cuenta que el numero de individuos muestreados en cada afio es diferente.
Para el 2010 se tienen 4 individuos; para el 2011, 10 individuos; para el 2012, 43 individuos;
y para el 2013, 24 individuos (Tabla 6). Se realizé la prueba hs.test del paquete adegenet

que sirve para comparar las heterocigosidades esperadas de los diferentes afios y determinar si
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son estadisticamente iguales. Segun la prueba hs.test realizada entre las heterocigosidades
esperadas de los diferentes afios, se obtuvo que éstas son estadisticamente iguales. Se compard
la heterocigosidad esperada entre las posibles combinaciones de parejas de afios. Para la
comparacion de las heterocigosidades esperadas del 2010 y del 2011 con la prueba hs.test se
obtuvo que son estadisticamente iguales entre si (p = 0.879). La comparacion entre
heterocigosidades esperadas del 2010 y 2012 indica que también son estadisticamente iguales
(p = 0.224). Las heterocigosidades esperadas del 2010 comparadas con las del 2013, a su vez,
son estadisticamente iguales (p = 0.623). Lo mismo ocurre cuando se comparan las
heterocigosidades del 2011 y 2012 (p = 0.144); 2011 y 2013 (p = 0.531) y 2012 y 2013 (p =
0.253); todas son estadisticamente iguales cuando se comparan en parejas.

Se utilizé la prueba fstat del paquete hierfstat (Goudet y Jombart, 2015). Esta prueba
calcula los estadisticos F de Wrigth de una muestra de individuos. Los estadisticos F de Wright
sirven para analizar la diversidad genética dentro y entre subpoblaciones. Los estadisticos F
de Wrigth calculados de los individuos muestreados en el periodo 2010-2013 fueron: Fst =
0.100, Fir =0.082 y Fis =-0.021. El estadistico Fst, también llamado indice de fijacion, es una
medida de la diferenciacion genética que existe entre subpoblaciones. En este caso, las
subpoblaciones para el indice global de Fst fueron los cuatro afios de muestreo. El rango de
Fstva desde cero, que implicaria que no existe diferenciacion entre subpoblaciones, hasta uno,
que implicaria una completa diferenciacion entre subpoblaciones. El valor obtenido de Fst =
0.100 indica que la variabilidad total de los datos estd mayormente explicada por la
diferenciacion que existe entre individuos muestreados en diferentes afios (Weir y Cockerham,
1984).

El estadistico Fir, también conocido como indice de fijacion total, es una medida de la
diferenciacion de los individuos entre si en relacion al total de individuos muestreados. El

rango de Firva desde cero, que implicaria que no existe diferenciacion entre individuos, hasta
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uno, que implicaria una completa diferenciacion entre individuos. El valor obtenido de Fir =
0.082 es més bajo que el indice Fst=0.100. Esto indica que una menor parte de la variabilidad
total de los datos esta explicada por la diferenciacion que existe entre los individuos totales
(Weir y Cockerham, 1984).

El estadistico Fis, también conocido como coeficiente de endogamia, es una medida de
la endogamia genética que existe dentro de las subpoblaciones. En este caso las subpoblaciones
son los cuatro afios de muestreo. El rango de Fisva desde menos uno, que implicaria que todos
los individuos son heterocigotos, hasta uno, que implicaria que todos los individuos son
homocigotos. El valor obtenido de Fis=-0.021 indica que no existe endogamia en los grupos
de individuos muestreados en diferentes afios. El valor negativo indica que existe un mayor
namero de heterocigotos de lo que se esperaria en una poblacion en equilibrio de Hardey-

Weinberg (Weir y Cockerham, 1984).

7.5 Andlisis de estructura poblacional temporal

Con el programa Structure se obtuvieron tres resultados. Primero se analizaron los
individuos muestreados solo en la temporada del 2013. En este analisis se obtuvo un valor
optimo de K mediante el método de Evanno et al. (2005) simulado en la plataforma en linea
Structure Harvester (Earl y von Holdt, 2014). El K éptimo (K = 2) que se obtuvo tenia la
probabilidad més alta de las K probadas del 1 al 8. Como se observa en la Figura 1, la
proporcidn de cada linaje o acervo genético para todos los individuos representa la mitad de la
contribucion genética. Por lo tanto, se podria sugerir que no existe estructura poblacional
definida dentro de los individuos muestreados el 2013 en la Isla de la Plata y Bajo Copé.

Luego se analizaron los individuos de la muestra total del periodo 2010-2013. Igual que
en el caso anterior, el valor de K éptimo fue de 2. En este caso, la contribucidn genética de los
dos posibles linajes separa a los individuos muestreados en dos grupos marcados. Un grupo

conformado por los individuos de los afios 2010-2012 y otro formado por los del afio 2013
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(Figura 2). Después, se tomo arbitrariamente un valor K 6ptimo de 4 (uno por cada afio de
muestreo) se obtuvo que los individuos del periodo 2010-2012 acumulan la contribucion de
tres linajes en proporcion similar, mientras que los del afio 2013 acumulan la contribucion de
un cuarto linaje diferente a los anteriores. (Figura 2). Este tercer analisis s6lo confirma que los
individuos se separan en los dos grupos antes mencionados: 2010-2012 y 2013.

En el anlisis de PCoA se observa que los individuos del afio 2013, analizando sélo ese
afio, no forman agrupaciones lo suficientemente claras. Cabe recalcar que se distinguieron los
individuos de las localidades Isla de la Plata y Bajo Copé con diferentes colores (Figura 3). Sin
embargo, cuando se analizan los 4 afios juntos, se observa que los individuos de los afios 2010-
2012 se separan claramente de los individuos del 2013. Los individuos del afio 2011 también
se agrupan, pero esta agrupacion no es clara, mientras que los individuos del afio 2010 se

encuentran dentro del grupo de los del 2012 (Figura 4).

7.6 Andlisis de Dispersion Sesgada por Sexo

Los resultados obtenidos con hierfstat utilizando la funcion sexbias. test indican que
no existe dispersion sesgada por sexo en individuos de M. birostros muestreados en el periodo
2010-2013. Se tomo la muestra total de los 81 individuos sin distinguir entre afios de muestro
y se agruparon en dos grupos: machos y hembras. En esta prueba se calcularon los estadisticos
mAIC, VAIC, Fst y Fis explicados en la seccién 6.6 para el grupo de los machos y de las
hembras por separado. La prueba determind que el estadistico mAIC es estadisticamente igual
en machos y hembras (p = 0.58); el estadistico VAIC también es estadisticamente igual en los
grupos de ambos sexos (p = 0.51); lo mismo sucede para el estadistico Fst (p = 0.77) y el
estadistico Fis (p = 0.77) (Tabla 8). Estos resultados indican, por cuatro estadisticos diferentes,
que los machos y hembras de la muestra se dispersan por igual.

Cuando el estadistico mAIC calculado del grupo de un sexo es estadisticamente

diferente al del grupo del otro sexo, el sexo dispersante es el de mayor valor. Lo mismo sucede
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en el caso del estadistico VAIC. En cuanto al estadistico Fsr, el sexo dispersante debe presentar
un menor valor que el sexo filopatrico. En contraste, el estaditico Fis es mayor en el sexo

dispersante que en el sexo filopatrico (Goudet, Perrin y Waser, 2002).

7.7 Andlisis de parentesco

Segun los resultados de CoAncestry se encontré que no existe parentesco entre los
individuos muestreados en las temporadas de los cuatro afios consecutivos, reflejado en un
valor del estimador de parentesco de Wang negativo (-0.033). El rango del estimador de Wang,
asumiendo una poblacion grande donde todos los individuos se aparean completamente al azar,
va desde 0 a 0.5. Un valor de 0 implicaria que no existe parentesco entre los individuos
muestreados; un valor de 0.25 implicaria que los individuos muestreados son hermanos; y un
valor de 0.5 implicaria que los individuos corresponden a padres e hijos. Sin embargo, también
se pueden obtener valores negativos. Un valor negativo indica que los individuos estan menos
emparentados de lo que se esperaria asumiendo una poblacién grande donde todos los
individuos se aparean completamente al azar. Se obtuvo un nivel moderadamente alto de
parentesco segun el estimador de Wang entre individuos dentro de un mismo afio en los casos
del 2011 y 2013 (0.194 y 0.182, respectivamente) (Tabla 9), mientras que al comparar parejas
de diferentes afios se encontraron valores de parentesco bajos. Entre los individuos de los afios
2011 y 2012 se obtuvo un valor de indice de Wang de 0.048. En las comparaciones de
individuos de la pareja 2011 y 2013 y la pareja 2012 y 2013 se obtuvieron valores del indice
de Wang negativos (-0.186 y -0.181, respectivamente) (Tabla 10).

Al analizar el parentesco entre individuos hembra y macho por separado se obtienen
resultados similares, es decir, valores globales del estimador de parentesco de Wang negativos,
valores moderadamente altos en 2011 y 2013, y valores bajos y negativos cuando se comparan

individuos de diferentes afios (Tablas 9 y 10).
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8. DISCUSION
8.1 Diversidad genética y estructura poblacional de las muestras de M. birostris de la

temporada de afio 2013

Se encontré una diversidad moderadamente alta para este afio tanto en la Isla de la Plata
(He= 0.591) como en Bajo Copé (He= 0.601). Podria sugerirse que los individuos de ambas
localidades tienen una buena capacidad de adaptabilidad o fitness a las condiciones ambientales
(Reed y Frankharm, 2003). La diversidad genética encontrada en ambas localidades, podria
explicarse por el elevado nimero de individuos avistados en estos puntos de agregacion.
Guerrero y Hearn (2017) reportan un total de 2539 individuos de M. birostris avistados entre
el 2009 y el 2016 en la Isla de la Plata y Bajo Copé, siendo el mayor nimero registrado a nivel
mundial. Con un tamafio de poblacion grande es mas probable que exista mayor
heterocigosidad y un menor grado de endogamia (Reed y Frankharm, 2003).

Se ha podido evidenciar una alta conectividad entre individuos de la Isla de la Plata y
Bajo Copé (Guerrero y Hearn, 2017). Los resultados de estructura poblacional para individuos
muestreados en el 2013 en el presente estudio corroboran esta conectividad. La distancia
genética de Fst calculada entre individuos de ambas localidades es baja (0.019). Este resultado
sugiere que los individuos son genéticamente parecidos en cuanto a los alelos encontrados por
loci y su frecuencia en cada localidad. Ademas, se encontré que existen pocos alelos exclusivos
entre individuos de ambas localidades (Tabla 5). Si se tratara de dos poblaciones genéticamente
diferenciadas posiblemente se observaria un mayor nimero de alelos exclusivos entre si, pero
este no es el caso.

En el analisis de PCoA de los individuos del 2013 (Figura 3) se observa que los
individuos muestreados en la Isla de la Plata forman una agrupacion. Mientras que los
individuos de Bajo Copé estan distribuidos abiertamente. Este resultado sugiere que no existe

una separacion clara entre individuos de ambas localidades. Sin embargo, indica que los
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individuos muestreados en la Isla de la Plata son mas parecidos genéticamente entre si que los
individuos muestreados en Bajo Copé. Resultaria interesante investigar a nivel ecoldgico
porqué los individuos muestreados en Bajo Copé resultaron genéticamente mas distantes entre
si en ese afio. Sin embargo, fue a partir del afio 2013 que el Proyecto Mantas Ecuador comenzo
a expandir sus esfuerzos de monitoreo de M. birostris en Bajo Copé. Por esta razon, no existe
tanta informacién de los individuos de Bajo Copé, como la que se encuentra disponible para
los de la Isla de la Plata. Lo que se sabe de Bajo Copé es que representa también un lugar
importante de apareamiento y un punto de alta concentracion de alimento para M. birostris
(Guerrero y Hearn, 2017).

El resultado obtenido con el analisis utilizando Structure indica que no existe una
estructura poblacional definida en los individuos muestreados en el afio 2013 (Figura 1). Esto
podria sugerir que los individuos que visitaron la Isla de la Plata y Bajo Copé en ese afio
pertenecen a una sola gran poblacion. Este resultado apoya la conectividad entre individuos de
la Isla de la Plata y Bajo Copé encontrada por Guerrero y Hearn (2017) mediante estudios de
marcaje satelital de M. birostris. En estudios preliminares de marcaje satelital realizados por
los mismos autores se encontrd que existen individuos que se movilizan entre la Isla de la Plata,

Bajo Copé y aguas peruanas.

8.2 Diversidad genética de M. birostris que visitaron la Isla de la Plata durante el

periodo 2010-2013.

El total de individuos de M. birostris muestreados en el periodo 2010-2013 present6
una diversidad genética moderadamente alta (He = 0.679). Ademas, el resultado de la prueba
hs.test muestra que las heterocigosidades esperadas de los cuatro afios del periodo 2010-
2013 son estadisticamente iguales entre si. Este resultado podria sugerir que la diversidad

genética de los individuos muestreados en afios diferentes ha permanecido moderadamente alta
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a través del periodo 2010-2013. Esta diversidad podria estar explicada por la alta probabilidad
de reproduccion entre individuos pertenecientes posiblemente a poblaciones distantes
geogréficamente y diferentes genéticamente (Stewart et al., 2016). La probabilidad de
encontrarse con individuos lejanos esta dada por las largas distancias de migracion que presenta
la especie M. birostris. Esta relacion directamente proporcional entre la distancia de migracion
y la heterocigosidad esperada ha sido observada en otras especies migratorias de gran
importancia para los bidlogos dedicados a la conservacion de megafauna marina (Schmidt et
al., 2009).

Dado que no existen estudios publicados sobre diversidad genética de M. birostris
utilizando marcadores moleculares microsatélites aparte del presente trabajo, no se puede
realizar una comparacion con individuos de otros lugares del mundo. Sin embargo, se puede
tomar como referencia las diversidades genéticas encontradas en otras especies marinas
migratorias de gran tamafio. En un estudio reciente realizado por Kershaw y colaboradores
(2017) se encontraron valores de heterocigosidad esperada entre 0.678-0.738 en individuos de
ballena jorobada (Megaptera novaengliae) muestreados en el Océano Atlantico e indico.
Schmidt y colaboradores (2009) determinaron la heterocigosidad esperada de individuos de
tiburén ballena muestreados en diferentes océanos (incluyendo muestras de la Isla de la Plata)
y obtuvieron un valor promedio de 0.690. En individuos de raya aguila (Aetobatus narinari)
muestreados en Florida, México y Cuba se ha obtenido una heterocigosidad esperada entre
0.726-0.764 (Sellas et al., 2015).

Mientras que en un estudio de Kashiwagi y colaboradores (2012) realizado en
individuos de Japdn, se encontrd una heterocigosidad esperada de 0.48 para mantarrayas de
arrecife (Manta alfredi), la especie hermana de M. birostris. Esta baja heterocigosidad esperada
(0.48) comparada con la encontrada en este estudio (0.679) podria estar explicada por la alta

fidelidad de sitio y residencia que presenta M. alfredi. De esta forma, se confirma la idea de
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gue un comportamiento migratorio de distancias relativamente largas, como el que presenta M.
birostris, puede estar relacionado a una alta diversidad genética.

En cuanto a la investigacion sobre distancias de migracion y anélisis genético de Manta
birostris en zonas diferentes a la Isla de la Plata, existe uno en particular realizado por Stewart
y colaboradores (2016). En este estudio, realizado en individuos de M. birostris muestreados
en localidades de Indonesia y México, se sugiere que los individuos migran distancias cortas
(50 km y 150 km a la redonda, respectivamente) al contrario de lo que se ha observado en
estudios realizados en la Isla de la Plata, donde se han registrado distancias de migracion entre
230 km y 1500 km (Hearn et al., 2014). Sin embargo, Stewart y sus colaboradores (2016) no
presentan la diversidad genética expresada en heterocigosidad esperada, dado que utilizaron
secuenciacion de ddRAD (double digested Restriction-site Associated DNA) en lugar de

regiones microsatélites.

8.3 Analisis de la estructura poblacional de M. birostris que visitaron la Isla de la Plata

durante el periodo 2010-2013.

Los resultados de los tres andlisis realizados para determinar la estructura poblacional
de los individuos muestreados en el periodo 2010-2013 indican una clara separacién en dos
poblaciones. Una poblacion estd conformado por los individuos muestreados en los tres
primeros afos: del 2010 al 2012; y la otra poblacidn, por individuos muestreados en el 2013.
El anélisis de las distancias genéticas de Fst (Tabla 7) indica que existe una mayor distancia
genética entre individuos del afio 2013 y los tres afios anteriores. Mientras que la distancia
genética entre los individuos muestreados dentro del periodo 2010-2012 es baja. El andlisis de
PCoA (Figura 4) y el de Structure (Figura 2) también muestran una diferenciacion clara entre
estos dos grupos. En esta seccion se discutiran las posibles explicaciones de la diferencia

genetica encontrada en los individuos muestreados en el afio 2013.
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Como se menciond anteriormente, los resultados del analisis utilizando el programa
Structure indican que existen dos poblaciones bien definidas entre individuos muestreados en
los afios 2010-2012 y los del 2013 (Figura 2). Este resultado implica un valor del K éptimo
igual a 2. El valor del K dptimo indica el namero supuesto de linajes o acervos genéticos al
que corresponden los individuos en base a inferencia bayesiana. Estos dos acervos genéticos
podrian tener origenes geograficos diferentes (Reiss et al., 2009). Sin embargo, no se puede
conocer el origen geogréafico de estos acervos genéticos, ya que haria falta mayor investigacion
de rastreo satelital y a nivel genético.

La informacion de rastreo satelital que se tiene disponible para individuos de M.
birostris de la Isla de la Plata dentro del periodo de estudio corresponde a los afios 2010 y 2012
(Anexos A y B) Desafortunadamente, en el afio 2013 no se logré conseguir informacion de
rastreo satelital (Guerrero y Hearn, 2017). En el afio 2010 se colocaron rastreadores a tres
mantarrayas. Sorprendentemente, una de ellas migré hacia el oeste, aproximadamente 1500
km, cerca del archipiélago de Galapagos. Esta migracion representa la mayor distancia
registrada por rastreo satelital en mantarrayas del mundo. Las otras dos mantarrayas se
dirigieron hacia el sur manteniéndose cerca de la costa. En el afio 2012 se colocaron
rastreadores a cuatro mantarrayas. Una de ellas migré en direccion noroeste, y las otras tres en
direccion al sur. Cabe mencionar que la aplicacion de los rastreadores en ambos afios se realiz6
entre los meses de septiembre y octubre, que corresponden al final de la temporada de
avistamiento de mantarrayas en la Isla de la Plata (Guerrero y Hearn, 2017).

Esta evidencia de rastreo satelital no permite conocer de donde provienen las
mantarrayas que visitan la Isla de la Plata, sino solo hacia donde se dirigen. Sin embargo, se
sugiere que una posible explicacion de porqué una poblacion diferente visito la Isla de la Plata
en el afio 2013 puede estar relacionada con su patron migratorio. Stewart y sus colaboradores

(2016) comentan que M. birostris puede presentar dos tipos de migracion: de largas distancias
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y de distancias cortas. En el caso de las mantarrayas de Isla de la Plata, la evidencia de rastreo
satelital muestra la posibilidad de los individuos de migrar largas distancias hacia Galapagos y
distancias cortas hacia el sur (Guerrero y Hearn, 2017). Ademas, informacion reciente no
publicada de rastreo satelital de individuos de la Isla de la Plata muestra un comportamiento
residente. Se rastre6 a dos individuos que no se alejaron de las costas ecuatorianas y peruanas
durante 4 meses luego de la temporada de avistamiento en la Isla de la Plata (Anexo C). Estas
dos formas de patrones migratorios (largas y cortas distancias) podrian explicar la estructura
poblacional de las mantarrayas que visitan la Isla de la Plata. Sin embargo hace falta mayor
investigacion sobre el tema.

El comportamiento migratorio de M. birostris puede verse influenciado por las
diferentes condiciones ambientales (Guerrero y Hearn, 2017). En la literatura se encuentran
varias publicaciones donde se establece una relacion entre variables oceanogréficas y el patron
de migracion de mantarrayas (Grahanm et al., 2012; Girondo et al, 2014; Burgess et al., 2016;
Stewart et al, 2016). En la seccion Anexos se muestra informacion sobre la temperatura
superficial del agua y concentracion de copépodos facilitada por el Instituto Oceanografico de
la Armada del Ecuador (INOCAR) correspondiente a dos puntos de muestreo de la costa
ecuatoriana. Un punto de muestreo se encuentra a 10 millas frente a Manta, Manabi y el otro a
10 millas frente a La Libertad, Santa Elena. Estas dos puntos de muestreo son los mas cercanos
a las localidades analizadas en este estudio: la Isla de la Plata y Bajo Copé, respectivamente.

Los datos de temperatura superficial del agua fueron tomados mensualmente en los
afios 2010, 2011, 2012 y 2013. Las mediciones de la temperatura se realizaron desde la
superficie del agua hasta 50 m de profundidad en intervalos de 1 m. Es decir, se tomaron 50
valores de temperatura por cada dia de muestro. Se realizaron dos muestreos al mes. Se realiz
un promedio entre las mediciones realizadas en el punto de muestreo frente a Manta y frente a

La Libertad. En los Anexos D-G se muestran graficas de barras que representan la variacion
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de la temperatura superficial del agua a través de los meses de cada afio. Para el afio 2010 se
obtuvo un valor promedio anual de la temperatura superficial del agua de 18.50+1.36 °C; para
el aflo 2011 se obtuvo 18.53£1.86 °C; para el afio 2012 se obtuvo 18.84+1.86 °C; y para el afio
2013 se obtuvo 17.84+0.64 °C. Estos resultados indican que en el 2013 existi6é una disminucién
de la temperatura superficial del agua promedio en aproximadamente 1 °C en comparacion a
los tres afios anteriores. Esta disminucion de la temperatura podria ser otra de las explicaciones
de la estructura poblacional encontrada en mantarrayas de la Isla de la Plata (Burgess et al.,
2016).

Los copépodos son un grupo de crustaceos pequefios que forman parte del zooplancton
y sirven de alimento para M. birostris (Dewar et al., 2008). Los datos disponibles para
concentracion de copépodos se encuentran en los Anexos H-I. Estos datos s6lo corresponden
al punto de muestreo a 10 millas de Manta, Manabi. La cuantificacion de los individuos de
copépodos se realizo utilizando una malla de 335 micras en un volumen de agua conocido. Las
mediciones corresponden a un solo dia de muestreo por mes. La informacion de estos datos
solo estuvo disponible para los afios 2012 y 2013. En el 2012 se obtuvo un pico de individuos
de copépodos por metro cubico en el mes de marzo. En el 2013 se obtuvo un pico en el mes de
mayo, es decir dos meses mas tarde que en el afio anterior. Esta diferencia en la época de
afloramiento de copépodos que existe entre los dos afios podria explicar por qué en el 2013
vino una poblacién diferente a la Isla de la Plata. Se sabe que las mantarrayas pueden mostrar
una alta plasticidad en cuanto a su patron de migracion cuando se trata de buscar alimento
(Stewart et al., 2016).

Girondo y colaboradores (2014) sugieren que en individuos de M. birostris de Guayana
Francesa existe una correlacion entre los avistamientos, la temperatura superficial del y la
produccidn primaria neta en el océano. Graham y colaboradores. (2012) encontraron que el

95% de los avistamientos de M. birostris, ocurrian cuando la temperatura superficial de agua
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era mayor a 26.1°C. Esto se observd en una poblacién de mantarrayas de la Peninsula de
Yucatén. Burgess y colaboradores (2016) reportan que mantarrayas de la Isla de la Plata suelen
bajar a aguas més profundas y frias para buscar alimento y luego suben a la superficie para
incrementar la temperatura de su cuerpo. Stewart y colaboradores (2016) encontraron que
mantarrayas del Archipiélago de Revillagigedo (México), marcadas satelitalmente, tienen un
alto nivel de plasticidad en cuanto a sus patrones de forrajeo en diferentes estaciones del afio.
Se evidencio que pueden forrajear cerca de la superficie, en la termoclina y a profundidades
mayores a 100 m. Todos estos estudios presentan evidencia de que la temperatura y la
concentracion de alimento en el agua son variables que influyen sobre el patrén de migracién
de M. birostris.

Estas variables oceanograficas estan influenciadas, a su vez, por las corrientes
maritimas que convergen en las costas ecuatorianas como son: la corriente fria de Humboldt y
la corriente calida del Nifio. De estas dos corrientes, la que podria tener mayor influencia sobre
el patron de migracion de M. birostris que visitan la Isla de la Plata es la corriente fria de
Humboldt. Esto se debe a la gran cantidad de nutrientes que trae a las costas ecuatorianas
(Guerrero y Hearn, 2017). Una de las instituciones encargadas de monitorear los efectos
climaticos de las corrientes maritimas en el Océano Pacifico es el Centro Internacional para la
Investigacion del Fendmeno de EI Nifio (CIIFEN). En la pagina web oficial del CIIFEN se
tiene a disposicion boletines mensuales de la temperatura superficial del agua de la zona del
Pacifico ecuatorial y sus predicciones de cambio.

En el boletin mensual de julio del 2013 del CIIFEN se observa que ocurre una
disminucion de la temperatura superficial del agua de la zona costera ecuatorial bajo los rangos
normales para esa epoca del afio. Las predicciones de este boletin indican que la temperatura
superficial del agua se mantendra ligeramente por debajo del rango normal para los préximos

tres meses. Este periodo de tiempo coincide con la temporada de avistamiento de M. birostris
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en la Isla de la Plata. Esta disminucion de la temperatura es atribuida a la influencia de la
corriente de Humboldt (CIIFEN, 2013). Desafortunadamente, la pagina del CIIFEN no tiene a
disposicion las predicciones de la temperatura superficial del agua del mes de julio para los
tres afios anteriores. Sin embargo, el boletin del afio siguiente, que corresponde a julio del 2014
si esta disponible. En este boletin se indica lo contrario al afio 2013. Para el mes de julio del
2014 se tiene una temperatura mas alta que el rango normal para esa época del afio. Ademas,
se menciona que en meses anteriores se consideraba la posibilidad de un fendmeno del Nifio,
debido a altas temperaturas registradas, sin embargo, en julio esta posibilidad se descartd
(CHIFEN, 2014).

Estas anomalias climatoldgicas registradas para finales del 2013 y comienzos del 2014
pudieron haber influenciado en el patron de migracion de M. birostris en su busqueda por
temperaturas marinas adecuadas y alimento suficiente. EI cambio en las condiciones
ambientales del afio 2013, especificamente, pudo haber promovido la llegada de una poblacién
diferente a los afios anteriores (Stewart et al, 2016; Guerrero y Hearn, 2017). Otra evidencia
que sugeriria un cambio en el ambiente durante el afio 2013 es la baja cantidad de avistamientos
de M. birostris registrada para ese afio en comparacién a afios anteriores (M. Guerrero,
comunicacion personal, 8 de mayo del 2018). En este trabajo se sugiere que existe una relacion
estrecha entre la estructura poblacional y el patrén migratorio de M. birostris que visitaron la
Isla de la Plata en el periodo 2010-2013. Ademas, que el patron migratorio de las mantarrayas

pudo haber sido influenciado por las condiciones oceanograficas del afio 2013.

8.4 Dispersion sesgada por sexo y fidelidad de sitio

La prueba de dispersidn sesgada por sexo analiza la proporcion de individuos dispersantes
en una muestra. Los individuos dispersantes son considerados inmigrantes en la poblacion
muestreada. Se dice que un individuo es dispersante cuando cumple dos condiciones: (i) tuvo

que migrar lejos de su poblacion de origen en una etapa juvenil; y (ii) su genotipo es menos
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probable de encontrar en la poblacion en la que fue muestreada siendo adulto. Segin Goudet,
y colaboradores (2002), el conjunto de individuos del sexo dispersante tiene déficit de
heterocigotos y una menor estructura genética. El resultado obtenido con la funcion
sexbias.test mostro que tanto machos como hembras del periodo 2010-2013 se dispersan
por igual. Esto sugiere que la diversidad genética en machos y hembras es similar y que ambos
sexos migran lejos de su lugar de nacimiento antes de alcanzar la madurez sexual. Este estudio
representa el primer esfuerzo por determinar dispersion sesgada por sexo en esta especie a
partir de informacion genética. Sellas et al. (2015) hicieron un analisis de dispersion sesgada
por sexo basada en informacion de 10 regiones microsatélites en una especie migratoria
cercana a M. birostris, la raya pintada, A. narinari, y encontraron que esta especie tampoco
tiene una dispersion sesgada significativa por sexo.

Guerrero y Hearn (2017) afirman que de los 2539 encuentros con M. birostris registrados
entre 2009-2016 en la Isla de la Plata, se obtuvo un promedio de 75 hembras y 111 machos
avistados por afio. En el presente estudio se tienen 32 hembras, 42 machos y 7 individuos con
sexo desconocido muestreados en el periodo 2010-2013. Como se ha mencionado
anteriormente, se cree que la Isla de la Plata podria ser un sitio de reproduccion para M.
birostris por evidencias de copula y hembras prefiada. En la especie hermana M. alfredi se ha
encontrado que el mayor nimero de individuos avistados son hembras y que éstas presentan
mayor fidelidad de sitio que los machos en localidades de agregacién de Australia (Couturier
et al., 2014). En el caso de M. birostris de la Isla de la Plata hace falta informacion sobre el
sexo al que pertenecen los individuos identificados y reavistados en diferentes afios, lo cual
permitiria determinar si existe mayor fidelidad de sitio en machos o hembras. Otro dato
importante es que en la Isla de la Plata s6lo se tiene registro de individuos juveniles y adultos,
pero nunca se han reportado neonatos o crias pequefias (menores a 3 m) (Guerrero y Hearn,

2017).
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8.5 Analisis de parentesco

Los resultados obtenidos por CoAncestry indican un nivel de parentesco bajo tomando
en cuenta a todos los individuos del periodo 2010-2013 (-0.033). Este resultado sugiere que los
81 individuos muestreados en el periodo de los 4 afios no pertenecen a un Mismo grupo
familiar. Con esto se descarta la posibilidad de que exista un solo grupo familiar que regreso
en multiples afios. Guerrero y Hearn (2017) reportaron que el retorno de individuos a la Isla de
la Plata en diferentes afios es bastante raro.

Se obtuvo un nivel de parentesco alto en individuos pertenecientes al 2011 (0.194) y en
individuos pertenecientes al 2013 (0.162). Este resultado sugiere que probablemente los
individuos muestreados en esos afios pertenecen a dos grupos familiares diferentes. Un grupo
familiar del 2011 y otro grupo familiar del 2013. Se corrobora esta posibilidad al comparar el
nivel de parentesco entre esta pareja de afios (2011 y 2013). En esta prueba se obtuvo un valor
de parentesco negativo, lo cual significa que no estdn emparentadas (Tabla 10). Estos dos
resultados sugieren que puede existir migracion en grupos familiares por parte de M. birostris
hacia la Isla de la Plata. Hasta el momento, el presente estudio es el primer esfuerzo por
determinar el nivel de parentesco en individuos de esta especie.

Cuando se calcula el indice de parentesco de individuos machos y hembras por separado
se obtienen resultados comparables a los valores de indice de parentesco sin distinguir entre
sexos. Es decir, en los afios 2011 y 2013 se muestra un nivel de parentesco alto. Para poder
confirmar que realmente M. birostris es un animal que migra en grupos familiares es necesaria
mayor investigacion. Jacoby y colaboradores (2012) afirman que ciertas especies de
elasmobranquios (tiburones y rayas), presentan dos tipos de comportamientos: un
comportamiento solitario con eventos de migracion grupal y agregacion en sitios especificos
(como la Isla de la Plata y Bajo Copé) y un comportamiento social donde los individuos

permanecen en grupos durante todo el afio. En los alrededores de la Isla de la Plata se han
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encontrado ocasionalmente individuos nadando solos en épocas del afio cuando no es
temporada de agregacion de mantarrayas (M. Guerrero, comunicacion personal, 2018). Hace
falta mayor investigacion para determinar si las mantarrayas migran en grupos familiares

definidos o si migran en grupos no emparentados entre si.
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9. CONCLUSIONES
La diversidad genética de Manta birostris de la Isla de la Plata ha permanecido
moderadamente alta en el periodo 2010-2013, con un valor promedio de
heterocigosidad esperada (He= 0.679) comparable al de especies relacionadas que
presentan largas distancias de migracion.
El patron de migracion de esta especie puede estar relacionada con variables
influenciadas por las corrientes maritimas como la temperatura superficial del agua
y la concentracion de produccion primaria neta, sin embargo, no se ha logrado
constatar si existe una correlacién entre la presencia de M. birostris en ciertas
temporadas y las variables mencionadas.
Se encontr6 que los individuos muestreados en las temporadas del periodo 2010-
2012 y en la temporada del 2013 forman dos grupos genéticamente diferentes.
Los individuos muestreados no presentan dispersion sesgada por sexo, pero falta
mayor investigacion para saber cual de los dos sexos presentan mayor fidelidad de
sitio y si realmente la Isla de la Plata constituye un sitio de reproduccion para esta
especie.
El nivel de parentesco entre los individuos es bastante bajo cuando se compara a
toda la muestra, pero individuos de los afios 2011 y 2013 presentan un nivel de

parentesco alto, sugiriendo que podrian darse migraciones en grupos familiares.
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10. RECOMENDACIONES
Tomar un mayor numero de muestras por afio para que los resultados de los anélisis
estadisticos sean mas robustos y para determinar si existen individuos que regresan a la
Isla de la Plata en afios siguientes.
Se recomienda el desarrollo de primers de regiones microsatélites especificos para M.
birostris, ya que en ciertos primers heter6logos utilizados en este estudio se observd
bandas inespecificas en la amplificacion y, aunque la mayoria estaban fuera del rango
de tamafio esperado de los alelos, pueden aumentar la probabilidad de cometer errores
al momento de genotipar no sélo en geles de poliacrilamida, sino también en el analisis
de picos de fluorescencia en GeneMarker.
Realizar estudios de marcaje satelital ligados a estudios genéticos para entender mejor
qué tan lejana es la distancia que recorren las M. birostris que visitan la Isla de la Plata,
de ddénde provienen, y si esto tiene alguna relacion importante con su diversidad
geneética.
Obtener informacién cuantitativa mas amplia de variables como la temperatura
superficial del agua, la produccion neta primaria y flujo de corrientes para determinar

cdmo éstas influyen en el comportamiento migratorio de M. birostris en diferentes afios.
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Tabla 1. Informacién de los 8 loci microsatélites de los 24 individuos analizados de M.
birostris de la Isla de la Plata, Ecuador del afio 2013. En la tabla se muestra la informacién
resumida de cada locus. La temperatura de annealing de cada par de primers fue estandarizada
por Yumiceba (2013). A los loci MAQ9, MA15, MA30, MA34 y MA43 (Kashiwagi et al.,
2012) se les agregd la cola universal A descrita por Blacket et al. (2010) con secuencia
GCCTCCCTCGCGCCA.

Locus

Secuencia de Primers 5'->3'

Motivo

Temp.

Alelos

Genotipos

indice

Tamafio

GenBank Repetido | Annealing | Encontrados | Encontrados | Shannon | Alelos (pb)
MAO09 F: GATGCGTGTTCTCCTGTTG
JX269144 |R: GCCAGCAATCTTCTTCCACATT | ACAT | 65 3 4 0.833 | 372-388
MA15 F: CATATAAAGGACCCCGGCAC
JX269146 | R: TGGTGGAGTGAAGAGGCTG AC 56 1 1 0 146
MA30 F: CTCGTGCCCCTCTTCTTCTG
JX269148 | R: GACTGTGGGAGGCATGGAA AC 56 5 5 1.069 | 195-223
MA34 F: CGTCCAAGGCAGGATTGATT
JX269149 | R:TCGAGCACTCACCCTATCCAC GT 55 4 5) 0.957 | 184-190
MA43 F: GCAGCTCCCATATCTCTCTCCC
JX269151 | R: CCACTTGACCCGAACATGAG TCA 60 6 11 1.503 | 265-301
MA14 F: CAACCCACGGACTGACTTTC
JX269145 |R: TGCACGCTATGCACAAACAA | ATCT S7 8 10 1.705 | 186-222
MA21 F: GTGGCGAAACCCAATTTCC
JX269147 |R: GAGCAAATCTCAGCACATCCA | TCTA | 61.8 4 5) 0.642 | 187-211
MA49 F: CCATGAACACAGCCTCAGATT
JX269152 |R: TGAGTCCCTCCAGCATTTTGT | CTAT | 61.8 8 13 1.754 | 219-259
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Tabla 2. Concentraciones de ADN de Manta birostris extraido de muestras de tejido muscular
y de moco y volimenes obtenidos. La tabla muestra la identificacion de las muestras de la
temporada del 2013 con su concentracion de ADN y el volumen aproximado disponible con el
que se trabajo.

Volumen
Concentracion | aprox.
No |ID Muestra (ng/uL) (uL)
1| MB01 206,8 8
2 | MB02 1097,5 11
3| MB03 1314,4 11
41 MB04 345,8 17
5| MB05 100 18
6| MBO06 63 14
7| MBO07 35,4 3
8| MBO08 225,3 9
9| MB09 22,7 10
10| MB10 47,9 11
11 MB11 126,4 6
12| MB12 89 49
13| MB13 15,4 4
14| MB14 128,8 4
15| MB15 27,8 10
16| MB16 10 23
17| MB17 98,9 2
18| MB18 35,2 2
19| MB19 32,7 8
20 | MB20 45,1 11
21| MB21 92,3 6
22 | MB22 110,2 4
23| MB23 21 6
24 | MB24 10 16
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Tabla 3. Heterocigosidad esperada de individuos de M. birostris muestreados en el 2013
provenientes de la Isla de la Plata y de Bajo Copé. Las heterocigosidades esperadas de los
individuos de la Isla de la Plata y Bajo Copé son estadisticamente iguales segun la
comparacion realizada mediante simulacién de datos aplicada con la funcidn hs.stest del
paquete adegenet.

Localidad # Individuos He
Isla de la Plata 15 0.591
Bajo Copé 9 0.601

Tabla 4. Distancia FST entre individuos de M. birostris muestreados en el 2013 provenientes
de la Isla de la Plata y de Bajo Copé. La distancia FST es relativamente baja entre individuos
muestreados en dos localidades dentro del mismo afio.

Isla de la Plata
0.019

Bajo Copé

Tabla 5. Alelos exclusivos entre individuos de la Isla de la Plata y de Bajo Copé. Se muestra
el nimero de alelos exclusivos en cada locus para las dos localidades. Los alelos exclusivos se
encuentran sélo en uno o dos individuos para cada localidad. Se muestran Unicamente estos 4
loci donde existieron alelos exclusivos. El resto de loci no present6 alelos exclusivos entre
localidades.

MA30 | MA34 MAA43 MA49
Isla de la Plata 1 0 1 0
Bajo Copé 2 1 0 2

Tabla 6. Heterocigosidad esperada de poblaciones de Manta birostris de cada afio. Las
heterocigosidades esperadas de todos los afios son estadisticamente iguales segun la
comparacion realizada mediante simulacion de datos aplicada con la funcién hs.stest del
paquete adegenet.

Heterocigosidad Esperada
ARo # Individuos He
2010 4 0.636
2011 10 0.596
2012 43 0.638
2013 24 0.606
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Tabla 7. Distancias Fst entre individuos de Manta birostris de diferentes afios muestreados en
la Isla de la Plata. Se observa que las distancias entre individuos del 2013 y los demas afios de
muestreo son mayores.

Distancias Fst
2010 2011 2012
2011 0.037 - -
2012 0.007 0.021 -
2013 0.051 0.092 0.071

Tabla 8. Resultados de valor p para las pruebas de dispersion sesgada por sexo utilizando
diferentes estadisticos. Se obtiene que no existe dispersion sesgada por sexo significativa con
ninguno de los 4 estadisticos probados. El rango del valor p de la prueba de cada estadistico va
de 0 a 1. Un valor de p menor a 0.05 indica que existe una diferencia significativa entre los
estadisticos calculados para los grupos de cada sexo.

Prueba de Dispersion Sesgada por Sexo
Estadistico Valor p
mAIC 0.58
VAIC 0.51
Fis 0.65
Fst 0.77

Tabla 9. Valores del indice de parentesco de Wang comparando individuos de cada afio por
separado y comparando a todos los individuos de todos los afios juntos. En el afio 2010 no se
muestred ningun individuo hembra. El rango del indice de Wang va de 0 a 0.5 Los valores
negativos indican que no existe parentesco entre los individuos.

indice de parentesco de Wang
AROoS Individuos totales | Hembras | Machos
2010 0.054 0 0.165
2011 0.194 0.0785 0.254
2012 0.055 0.036 0.077
2013 0.162 0.259 0.197
Global afos -0.033 -0.006 -0.021
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Tabla 10. Valores del indice de parentesco de Wang comparando individuos pertenecientes a
diferentes afios. La pareja de afios con mayor parentesco son el 2011 y el 2012, dado que
presentan un valor del indice de Wang positivo. Los valores negativos indican que no existe
parentesco entre los individuos pertenecientes a la pareja de afios probada.

indice de parentesco de Wang

Comparaciones Individuos totales | Hembras | Machos
2011 vs 2012 0.048 0.017 0.097
2011 vs 2013 -0.186 -0.243 | -0.188
2012 vs 2013 -0.181 -0.211 | -0.184
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13. FIGURAS
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Figura 1. Resultado de Structure graficados con Distruct de individuos del afio 2013. Se obtuvo

un valor éptimo de K igual a 2. Sin embargo, no se observa estructura poblacional en los
individuos del 2013 muestreados en la Isla de la Plata y Bajo Copé.
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Figura 2. Resultados de Structure graficados con Distruct de individuos del periodo 2010-
2013. El panel A muestra el resultado obtenido de los individuos muestreados en los afios 2010-
2013 tomando un K dptimo 2. El panel B muestra el resultado utilizando un K éptimo de 4. Se
observa claramente como se separan en dos grupos los individuos del periodo 2010-2012 de
los del afio 2013.
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Figura 3. PCoA de individuos de M. birostris del afio 2013. Los individuos de la Isla de la
Plata (color negro) se agrupan entre si, como se observa en el circulo de color negro. Los
individuos de Bajo Copé (color amarillo) se distribuyen ampliamente en varios cuadrantes.

Figura 4. PCoA de individuos de M. birostris de afios 2010-2013. Los individuos del 2010
estan representados por puntos de color rojo; los del 2011, de azul; 2012, verde y 2013, negro.
Se observa que existen dos agrupaciones claras representadas por el circulo negro (individuos
del 2013) y el circulo verde (individuos del periodo 2010-2012). Esto indica que los individuos
del 2013 forman un grupo genéticamente diferente a los individuos del periodo 2010-2012.
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14. ANEXOS

Anexo A. Trayectoria de migracion de individuos de M. birostris rastreados desde septiembre
hasta diciembre del afio 2010. (Cedido por Michel Guerrero, Proyecto Mantas Ecuador)
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Anexo B. Trayectoria de migracion de individuos de M. birostris rastreados desde septiembre
hasta diciembre del afio 2012. (Cedido por Michel Guerrero, Proyecto Mantas Ecuador)
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Anexo C. Trayectoria de migracion de individuos de M. birostris rastreados desde septiembre
hasta diciembre del afio 2017. (Cedido por Michel Guerrero, Proyecto Mantas Ecuador)
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Anexo D. Datos mensuales de temperatura superficial del agua en el afio 2010. Cada barra

representa el promedio de la temperatura medida en los dos puntos de muestreo, Manta y La
Libertad. (Fuente: INOCAR)
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Anexo E. Datos mensuales de temperatura superficial del agua en el afio 2011. Cada barra

representa el promedio de la temperatura medida en los dos puntos de muestreo, Manta y La
Libertad. (Fuente: INOCAR)
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Anexo F. Datos mensuales de temperatura superficial del agua en el afio 2012. Cada barra

representa el promedio de la temperatura medida en los dos puntos de muestreo, Manta y La
Libertad. (Fuente: INOCAR)

25

&)

o

© 15

=

=

(9]

—

2.

g 10

()

F
O O S L O S QO @ @
© o P 3 F & &L & N &
CHPCE G A R R O

Meses



77

Anexo G. Datos mensuales de temperatura superficial del agua en el afio 2013. Cada barra
representa el promedio de la temperatura medida en los dos puntos de muestreo, Manta y La
Libertad. (Fuente: INOCAR)
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Anexo H. Concentracion de copépodos muestreados por arrastre vertical en el punto de
muestreo de Manta en el afio 2012. (Fuente: INOCAR)
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Anexo |. Concentracion de copépodos muestreados por arrastre vertical en el punto de
muestreo de Manta en el afio 2013. (Fuente: INOCAR)

100000
90000
80000
70000
60000
50000
40000

Individuo/m”3

30000

20000



