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RESUMEN

La especie Mobula birostris 0 mantarraya gigante pertenece a la familia Mobulidae
y se encuentra distribuida a nivel mundial en aguas tropicales y subtropicales. Se caracteriza
por ser pelagica y altamente migratoria. Se ha determinado en diversos estudios que también
presenta patrones de residencia en estaciones de alimentacion y limpieza. La mantarraya
gigante esta clasificada como una especie vulnerable por la Lista Roja de la Union
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza y el crecimiento de su poblacion tiene
una tendencia decreciente. La pesca accidental o dirigida representa la principal amenaza
para esta especie. Su tamafio, velocidad de nado y agregacion en grandes grupos son
caracteristicas que facilitan su captura. Ecuador cuenta con una de las poblaciones mas
grandes de M. birostris, distribuidas en el Parque Nacional Machalilla y en la Reserva
Marina de Galapagos. Los estudios de la diversidad genética permiten analizar la diversidad
intraespecifica, para conocer la adaptabilidad de las poblaciones, y su estructura poblacional.
Hasta la actualidad, los estudios de la diversidad genética de la mantarraya gigante en
Galapagos son escasos. En este estudio, se analizaron regiones microsatélites en 21
individuos de Galapagos que fueron muestreados en el afio 2019 en 4 localidades diferentes.
Se utilizaron 7 marcadores SSR heterélogos empleados para estudios previos de la especie
en el continente. Se identifico un promedio de 5.14 alelos por locus y una heterocigosidad
esperada global de 0.65, que sugiere una diversidad genética moderada. Los analisis de
estructura poblacional mediante métodos de ordenamiento y enfoques bayesianos no
demostraron una estructura poblacional definida, pero sugirieron el aporte de 3 linajes
diferentes. Este estudio contribuye con informacion sobre el estado de conservacion de las
mantas gigantes en la Reserva Marina de Galapagos y podria contribuir para el desarrollo de
estrategias de conservacion en esta especie.

Palabras clave: Mobula birostris, mantarraya gigante, microsatélites, diversidad
genética, Galapagos.



ABSTRACT

The species Mobula birostris or giant manta ray belongs to the Mobulidae family and
is distributed worldwide in tropical and subtropical waters. It is characterized by being
pelagic and highly migratory. It has been determined in various studies that it also shows
residence patterns in feeding and cleaning stations. The giant manta ray is classified as a
vulnerable species by the Red List of the International Union for Conservation of Nature and
its population growth is decreasing. Accidental or directed fishing represents the main threat
to this species. Its size, swimming speed and aggregation in large groups are characteristics
that facilitate its capture. Ecuador has one of the largest populations of M. birostris,
distributed in the Machalilla National Park and in the Galdpagos Marine Reserve. Genetic
diversity studies permit analysis of intraspecific diversity, which allows to know the
adaptability of populations and population structure. To date, studies of the genetic diversity
of the giant manta ray in the Galapagos are scarce. In this research, microsatellite regions
were analyzed in 21 Galapagos individuals which were sampled in 2019 at 4 different
locations. Seven heterologous SSR markers used in previous studies of the species in the
continent were used. An average of 5.14 alleles per locus was identified and overall expected
heterozygosity of 0.65, suggesting a moderate genetic diversity. Population structure
analyzes using ordering methods and Bayesian approaches did not demonstrate a defined
population structure but suggested the contribution of 3 different lineages. This study
contributes with information on the conservation status of the giant mantas in the Galapagos
Marine Reserve and could support the development of conservation strategies for this
species.

Key words: Mobula birostris, giant manta ray, microsatellites, genetic diversity,
Galapagos.
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1 INTRODUCCION

1.1 Taxonomia de Mobula birostris

La manta o mantarraya Mobula birostris, también conocida como manta gigante, pertenece
a la clase de los Condrictios, subclase Elasmobranquios, orden Rajiformes, dentro de la familia
Mobulidae y género Mobula (ITS, 2020). Hasta hace poco se dividia a la familia Mobulidae en
dos géneros, Mobula y Manta. El género Manta contaba con dos especies, Manta birostris o manta
gigante y Manta alfredi, también conocida como manta de arrecife (CMS Sharks, 2016). M.
birostris es la especie mas ampliamente distribuida del género, encontrandose en aguas templadas
y tropicales y llegando a tener un gran tamafio en su madurez, hasta los 7 metros de ancho de disco
(Clark, 2010). Por otro lado, M. alfredi se caracteriza por ser una especie mas pequefia, que no
supera los 5 metros de ancho de disco, y limitada a aguas tropicales (Marshall et al., 2009). Ambas
especies se pueden distinguir por diferencias visuales en su coloracion, M. birostris se caracteriza
por tener una superficie ventral blanca con manchas en el abdomen, posterior a las hendiduras
branquiales y anterior a la cloaca. Ademas, cuenta con una coloracién oscura alrededor de la boca
y el borde posterior de las aletas pectorales. Por otro lado, M. alfredi tiene una superficie ventral
blanca con parches oscuros en el abdomen, entre las hendiduras branquiales y la cloaca, en las
aletas pectorales (Clark, 2010). En base a estudios recientes de filogenia molecular sobre la familia
Mobulidae, junto con informacion morfoldgica, se descubrio que los miembros del género Manta
se agrupan en el género Mobula. Se encontrd una coincidencia de las topologias de los arboles
mitocondriales y nucleares, por lo que ahora se reconoce al género Manta en la sinonimia de

Mobula y a ocho especies nominales en donde antes habia once (White et al., 2018).
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1.2 Distribucién y patrones de migracion

M. birostris se encuentra distribuida a nivel mundial en areas tropicales y subtropicales;
encontrandose principalmente en zonas que presentan surgencias de aguas marinas, montafias
submarinas e islas. En general, M. birostris es una especie pelagica que se encuentra en aguas
costeras y abiertas. Esta especie es considerada altamente migratoria y puede llegar a realizar
recorridos de hasta 1000 km de distancia. Se ha observado que suelen tener sitios de congregacion
que sirven como fuente de alimento y limpieza, pero no se ha determinado fidelidad a los mismos.
Tampoco se ha logrado definir las areas de crianza de esta especie de mantas. Estas caracteristicas
presentan barreras a la hora de estudiar a esta especie (Gonzales, 2018). Se ha observado que M.
birostris tiene patrones de residencia basadas en sitios especificos, como sitios de alimentacion o
limpieza. En lugares como Hawai, Bora Bora o Yap se ha observado a grupos de individuos
durante largos periodos repetitivamente. Mientras que, en otros lugares como México, Africa,
Ecuador o Japon se les ha observado por temporadas (Dewar et al., 2008). Se ha sugerido que los
patrones de migracién pueden estar correlacionados con la temperatura superficial del mar,
corrientes superficiales y la produccién primaria neta. La temperatura que se ha reportado éptima

para la presencia de esta especie se encuentra entre los 25 °C y 30 °C (Graham et al., 2012).

1.3 Alimentacion

Las mantarrayas gigantes se alimentan principalmente de organismos planctonicos como
los eufausidos, copépodos, misidaceos, decapodos y camarones. También se ha logrado identificar
que consumen peces de tamafio pequefio y moderado (NOAA Fisheries, 2020). Se ha determinado
que tienen una gran plasticidad en lo que se refiere al uso de las diferentes profundidades a lo largo

del afio. Se ha observado que, durante la alimentacion, las mantarrayas gigantes suelen estar en
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aguas poco profundas a menos de 10 metros de la superficie (Stewart et al., 2016). Sin embargo,
se ha demostrado que M. birostris, por cambios de la ubicacion de la fuente de alimento, temporada
o termoclina, puede realizar inmersiones de hasta 200 a 450 metros y es capaz de bucear a
profundidades superiores a 1,000 metros (NOAA Fisheries, 2020). Burgess et al. (2018), realiz
una caracterizacion de los acidos grasos (FA) del tejido muscular de individuos de dos sitios de
agregacion de la parte continental de Ecuador y encontr6é que el perfil de FA sugiere que tienen
una dieta de origen mesopelagico. Compuesta principalmente por organismo de aguas profundas

y compuesta por una pequefia cantidad de zooplancton que se encuentra en la superficie en el dia.

1.4 Reproduccion

En el comportamiento sexual de Mobula birostris se puede distinguir cinco etapas claves:
persecucion, mordida, copulacion, post-copulacién y separacion. En la primera etapa varios
machos persiguen a la hembra hasta que uno de los machos gana a los demas. Este macho persigue
a la hembra durante unos 20 minutos hasta que logra morder la aleta pectoral izquierda de la
hembra. Esto permite sostenerla para realizar la copula, en donde se junta el abdomen del macho
con el de lahembra hasta que el macho inserta un clasper en la cloaca de la hembra por 90 segundos
(Stevens et al., 2018). Todos los elasmobranquios tienen fertilizacion interna y pueden ser
divididos en viviparos y ovoviviparos. Los mobdlidos son viviparos y se ha reportado que se
reproducen por histotrofia, un tipo de matrotrofia en donde la hembra produce histotrofos ricos en
lipidos para que los embriones los consuman. Esta especie tiene una tasa de embarazo de 0.56 crias
por afio. La hembra alcanza la madurez sexual entre los 8 a 10 afios y por lo general da a luz a una
cria cada dos o tres afios. Se ha estimado que la gestacion dura alrededor de un afio. Por otro lado,

el macho alcanza la madurez sexual cuando el ancho del disco alcanza los 3.8 metros
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aproximadamente y tiene los claspers totalmente calcificados, esto ocurre entre los 5y 6 afios

(NOAA Fisheries, 2020).

1.5 Estado de conservacion de la especie

Mobula birostris se encuentra clasificada como vulnerable por la lista roja de la Unién
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN, 2020). La poblacién de esta especie
tiene una tendencia decreciente; la principal amenaza es la pesca, ya sea accidental o dirigida.
Existen otras amenazas importantes, como el desarrollo residencial de los asentamientos humanos
y consecuentemente el comercial, los corredores de transporte y servicio, el uso de recursos
bioldgicos, las intrusiones humanas y la polucion. Estas especies son facilmente capturadas por su
tamafio, velocidad de nado y agregacion. La pesca dirigida se da por su gran demanda en mercados
locales e internacionales. Se ha estimado que en algunas areas se pescan hasta 1000 mantarrayas
gigantes por afio. Por otro lado, la pesca accidental también representa un gran problema. Muchas
son capturadas accidentalmente por grandes pesquerias o se atrapan en redes utilizadas para el
control de tiburones en area de bafiistas. Se ha determinado en poblaciones como las de la Isla de
la Plata en Ecuador, Laje de Santos en Brasil y las islas Similan en Tailandia evidencia de enredos
o0 arrastre de lineas en un gran ndmero de individuos (Marshall et al., 2016). Ademas, al tener
caracteristicas como reproduccion matrotrofica, fecundidad extremadamente baja y edad tardia de
la primera reproduccion son mucho mas susceptibles a la sobreexplotacion (Croll et al., 2016).

Para especies migratorias, se realizan esfuerzos de conservacién que involucran la
realizacion de acuerdos internacionales con el fin de limitar incentivos que promuevan la pesca de
mantas y reducir la captura dirigida. Entre estos acuerdos se encuentra la Convencion sobre el

Comercio Internacional de Especies Amenazadas (CITES) y la Convencion sobre la Conservacion



15

de las Especies Migratorias (CMS). Conocer la estructura poblacional de esta especie y sus
patrones migratorios permite implementar estrategias de conservacion local mediante la creacion

de &reas marinas protegidas o santuarios enfocados en mantas (Stewart et al., 2016).

1.6 Distribucion de M. birostris en Ecuador continental y las Islas Galapagos
Ecuador cuenta con algunas de las poblaciones méas grandes de mantas gigantes. Se ha
observado grandes agregaciones en el Parque Nacional Machalilla y en la Reserva Marina de
Galapagos. Se ha determinado que Mobula birostris realiza migraciones a través de la Reserva
Marina de Galapagos o GMR; sin embargo, su nivel de residencia en esta reserva no es muy
conocido. Se ha logrado identificar sitios de reproduccion a lo largo de la masa continental y en
las Galapagos; principalmente en las Isla Isabela, Floreana, Pinzon, Santa Cruz y Santiago. Las
agregaciones mas grandes vistas de especies se han realizado en area como el Cabo Marshall,
Cuatro Hermanos y Roca Sin Nombre (Hearn et al., 2014). Anteriores investigaciones indicaban
que las poblaciones de mantarrayas gigantes eran principalmente insulares con una conectividad
muy limitada; sin embargo, rastreos satelitales han permitido observar movimientos regulares
entre aguas protegidas ecuatorianas y aguas no protegidas peruanas. La ecologia espacial y la
conectividad de estas poblaciones son poco conocidas, lo que dificulta un manejo correcto de la

especie y el desarrollo de estrategias de conservacion (CMS SHARKS MOU, 2015).

1.7 Estudios moleculares para la conservacion de especies marinas migratorias
Los estudios moleculares permiten entender la estructura poblacional de un cierto grupo
de individuos y de su diversidad intraespecifica. La diversidad intraespecifica representa el rango

de informacion genética presente en los individuos de una especie y puede influir en la estructura
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de la comunidad y la funcién del ecosistema. Esta medida representa el potencial adaptativo de la
especie, teniendo como base que cuantas mas variantes genéticas estén presentes en una poblacion,
mas posibilidades tiene la misma de sobrevivir en caso de presentarse cambios en el entorno (Des
Roches et al., 2018). Esta informacion permite proteger a los individuos teniendo en cuenta las
interacciones reproductivas entre individuos y su historia evolutiva y no solamente la coocurrencia
y demografia de estos. Los analisis moleculares nos pueden ayudar a entender el flujo génico entre
los individuos, lo que permite distinguir entre poblaciones (Raffard et al., 2019); algo muy
importante al estudiar poblaciones de especies migratorias que se ven afectadas por varios factores
a parte de las zonas geogréaficas que habitan (Stewart et al., 2016).

También es importante tener en cuenta la importancia de analizar la diversidad genética de
las poblaciones de una determinada especie. Cuando una poblacion de individuos cuenta con una
mayor diversidad genética, esta permite que ocurra una adaptacion a cambios mas facilmente
(Booy et al., 2000). La heterocigosidad ha sido una medida muy utilizada para ver la diversidad
genetica. Esta determina la cantidad de individuos de una poblacién que tienen dos alelos
diferentes para un mismo locus. Un valor alto de esta medida se relaciona con una mejor
adaptabilidad; mientras que, un valor bajo esta relacionado con una mayor endogamia que a su vez
se relaciona con una menor adaptabilidad de los individuos. Al entender las poblaciones desde un
punto de vista ecoldgico y molecular se podrian desarrollar estrategias de conservaciéon mucho

mas eficientes (Hansson y Westerberg, 2002).

1.8 Microsatélites o secuencias simples repetidas
Los individuos de una poblacion cuentan con un cierto grado de variacion genémica

hereditaria causada por mutaciones, inserciones, deleciones, inversiones, duplicaciones o
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translocaciones. Estas variaciones genéticas pueden ser detectadas con marcadores moleculares,
que son loci genéticos facilmente rastreados y cuantificados en una poblacion (Hayward et al.,
2015). Las secuencias simples repetidas, microsatélites 0 SSR por sus siglas, son motivos cortos
de ADN que se repiten en tandem en forma de di-, tri-, tetra- o penta- nucleétidos y pueden ser
utilizados como marcadores moleculares (Gebhardt, 2007). Estos tienen entre 1 a 10 nucleotidos
y son relevantes evolutivamente debido a su inestabilidad. Se ha reportado que su tasa de mutacion
es de 1073 a 10”6 por generacion celular, teniendo hasta 10 érdenes de magnitud mas que las
mutaciones puntuales (Vieira et al., 2016). Los microsatélites se encuentran en procariotas y
eucariotas, encontrdndose en regiones codificantes y no codificantes; sin embargo, se ha
demostrado que en los exones son menos abundantes que en las regiones no codificantes. La
cantidad de microsateélites esté correlacionada con el tamafio del genoma de los organismos (Téth
et al., 2000). Los SSR se encuentran rodeados generalmente por secuencias conservadas, lo que
permite que se puedan disefiar primers para aislar y amplificar esas secuencias (Rocha, 2003).
Los polimorfismos presentados en los microsatélites, que son las diferencias en el niUmero
de repeticiones del motivo, resultan del deslizamiento de la polimerasa en la replicacion del ADN
o0 por errores de recombinacion (Vieira et al., 2016). Estos marcadores SSR permiten realizar
estudios de la estructura genética poblacional, procesos evolutivos, estimaciones del tamafio
efectivo de la poblacion y relaciones de paternidad y hermandad (Kashiwagi et al., 2012). Este
tipo de marcador es una buena opcidn para estudios moleculares ya que es altamente polimorfico
entre lineas muy relacionadas, requiere poca cantidad de ADN, es facilmente automatizable y
reproducible. Los SSR al ser marcadores codominantes, son excelentes para el estudio de genética
poblacional. Las limitaciones de este método son el costo y esfuerzo en el disefio de los primers

ya que se requiere informacién previa del genoma (Semagn et al., 2006). Varios estudios han
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reportado y desarrollado marcadores microsatélites especificos para estudios en mantarrayas

gigantes (Armstrong et al., 2019).

1.9 Estudios previos de diversidad genética de M. birostris

Los estudios de Mobula birostris son sumamente limitados, siendo la mayoria reportes de
avistamientos en regiones especificas (Marshall et al., 2009). Se han realizado dos estudios sobre
la diversidad genética de la manta gigante en la Isla de la Plata - Ecuador. Uno de estos analizd
muestras de individuos del 2010, 2011 y 2012 para la determinacion de la diversidad genéticay la
estructura poblacional mediante la utilizacién de marcadores microsatélites. En este estudio se
analizaron 57 muestras y se utilizaron ocho pares de primers heterélogos (Vinueza, 2018;
Yumiceba, 2014), realizd un estudio sobre la diversidad genética y la estructura poblacional de
muestras de individuos de M. birostris recolectadas en el 2013 en la Isla de la Plata y Bajo Copé
utilizando marcadores microsatélites para realizar los analisis.

No se ha reportado estudios de diversidad genética y estructura poblacional en las Islas
Galapagos. Debido a esto, esta investigacion tiene como objetivo realizar un estudio preliminar de
la diversidad genética de Mobula birostris por medio del anélisis de regiones microsatélites en
muestras recolectadas en Galapagos en el afio 2019. Los resultados de esta investigacion podrian

ser utilizados para el desarrollo de estrategias de conservacion de esta especie.
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Obtencion de muestras de tejido de M. birostris

Se recolectaron 21 muestras de tejido muscular de individuos de M. Birostris del
Archipiélago de Galapagos en el afio 2019 durante los meses de marzo y mayo. La recoleccion de
estas muestras se realiz6 en cuatro localidades: Isla Tortuga, Los Tuneles, La Union y Punta Negra,
que se encuentra ubicada cerca de La Unidn; ubicadas en la Isla Isabela. Las muestras fueron
transportadas hacia el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco de
Quito y conservadas en etanol al 96% a -20°C hasta su extraccion. La recoleccion fue realizada
bajo el permiso de investigacion MAE-DNB-CM-2016-0041-M-0003 otorgado por el Ministerio

del Ambiente Ecuatoriano.

2.2 Extraccién y cuantificacién de ADN a partir de tejidos de M. birostris

El ADN genomico se extrajo a partir de las 21 muestras de tejido de individuos de M.
Birostris siguiendo el protocolo reportado por Kashiwagi et al. (2012) y estandarizado por Vinueza
(2018) en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco de Quito. Para
esto, se colocaron aproximadamente 0.01 g de tejido muscular en un tubo Eppendorf de 1.5 mL.
A este se le afadieron 495 pL de buffer de lisis, compuesto por 10mM NaCl, 10mM Tris y 1mM
de EDTA, conun pH de 8, y 5 uL de proteinasa K. Se mezclé utilizando un vortex y se incubé por
16 horas a 56 °C con agitacion, con el fin de generar lisis en el tejido. Después, se agregaron 250
uL de acetato de amonio frio y se realizo una centrifugacion de los tubos por 20 minutos a 13200
rpm a 4 °C. El sobrenadante fue colocado en nuevos tubos Eppendorf de 1.5 mL, en los que se
afiadio 750 pL de etanol frio al 100% y se mezclo. Se realizo una centrifugacion por 20 minutos a

13200 rpm a 4 °C, se descartd el sobrenadante y se agrego 500 pL de etanol frio al 100%. El
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precipitado fue resuspendido en el etanol y se realizé una centrifugacion con las condiciones antes
mencionadas. Se descarto el etanol y se dejé secar el pellet en la camara de flujo laminar.
Finalmente, el ADN fue resuspendido en 30-50 ul de TE 1X y fue almacenado a -20°C.

Para la cuantificacion del ADN se utilizo el espectrofotometro Nanodrop 2000 de Thermo
Scientific, utilizando como blanco el TE 1X en el que se resuspendio el ADN. La calidad del ADN
extraido fue evaluada en base a las relaciones de absorbancia 260/280 y 260/230. Por otro lado, la
integridad fue determinada mediante la visualizacion de bandas de alto peso molecular en geles de
agarosa al 1%. Para esto se prepard el gel de agarosa con 0.5 g de Agarosa SeaKem LE. y 50 ml
de 1X TBE. Se mezcld y se calentd la solucion en un microondas hasta disolver la agarosa
completamente. Se espero a que se baje la temperatura de la solucion y se agreg6 1.5 ul de SYBR
Safe ADN Gel Stain de Invitrogen. Esto fue colocado en el recipiente correspondiente con la
peinilla para la generacion de los pocillos. Se dejé enfriar y se coloco el gel en una cdmara de
electroforesis BIORAD con una fuente de poder EPS-300 Il (C.B.S Cientifica) con 1X TBE. Se
mezcld 5 pl de cada muestra resultante de la PCR con cada uno de los primers con 3 pl de Blue
Juice 10X de Invitrogen. En el primer pocillo del gel se colocd 1 ul de Ladder 10bp de invitrogen

y cada una de las muestras con Blue Juice fue colocada en un pocillo diferente.

2.3 Amplificacion de regiones de microsatélites

Se utilizaron los primers heter6logos de regiones microsatélites utilizados por Vinueza
(2018), que fueron originalmente disefiados y estandarizados por Kashiwagi et al. (2012) para la
especie M. alfredi. En este estudio se utilizaron 8 primers (MAQ9, MA14, MA15, MA21, MA30,
MA34, MA43 y MA49). Los primers forward fueron sintetizados con una cola universal de 15

pares de bases en el extremo 5°, con el fin de aplicar la metodologia de amplificacién por
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fluor6foros descrita por Blacket et al. (2010). Esta metodologia se basa en usar un solo primer
universal como cola para cada primer complementario especifico para un locus y un primer
universal marcado con un fluoréforo. Los loci individuales con rangos alélicos similares se
diferencian al usar diferentes fluor6foros. En esta investigacion se usaron los fluor6foros 6FAM,
VIC, NED y PET. Los loci fueron amplificados utilizando una PCR singleplex.

Las reacciones de PCR se realizaron con un volumen final de 25 ul, en donde se utiliz6 una
concentracion de 1X de Buffer de PCR (Invitrogen), 2.5mM de MgClI2, 0.1 mg/ml de BSA, 0.4mM
de dNTPs (Invitrogen), 0.2 mM de primer Forward modificado con la cola universal, 0.4 mM de
primer reverse, 0.2 uM de los primers marcados con fluréforo (6FAM, VIC, NED y PET), 1 U de
Taq Polimerasa y 20 ng de ADN gendmico.

El programa del termociclador se program6 con una desnaturalizacion inicial a 94°C
durante 5 minutos, se realizan 37 ciclos de tres fases de cada uno de: 30 segundos a 94°C, 45
segundos a la temperatura de annealing de cada primer, entre un rango de 55 a 65°C, (Anexo A) y
90 segundos a 72°C de extensién. Finalmente se realiz6 una extension final a 72°C por 10 minutos
(Vinueza, 2018).

Los productos de la amplificacion se visualizaron mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1.5%. Se corrié la camara por 30 minutos a 100V. Finalmente se utilizd un

fotodocumentador Biorad Gel Doc XR para ver las bandas.

2.4 Genotipado y elaboracion de matrices alélicas
Los productos de la amplificacion se colocaron en los pocillos de placas MicroAmp
Optical. En cada pocillo se coloco 15 ul del producto de PCR de tres primers con distinto fluoréforo

de un mismo individuo. Las placas fueron enviadas a Macrogen en Seul-Corea para genotipar los
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fragmentos, a través de una electroforesis capilar, por medio de un secuenciador Applied
Biosystems ABI 3130xI. Los datos resultantes permitieron determinar el tamafio de los amplicones
mediante la identificacion de los picos de fluorescencia de la muestra y el primer correspondiente.
Estos picos de fluorescencia fueron identificados mediante la utilizacion del programa
GeneMarker de SoftGenetics LLC (2012). Para el reconocimiento de los picos se eligio a los de
mayor intensidad, teniendo en cuenta de que no se trate de un artefacto, y comprobando que exista
concordancia entre el tamafio y el numero de pares del motivo de cada locus. Cuando dentro del
tamaiio esperado de cada primer se presentaban dos picos claros, (dos alelos) se determinaba que
se trataba de un individuo heterocigoto; cuando solamente se presentaba un solo pico claro (un
alelo) dentro del tamafio del primer esperado, se asumia que era un individuo homocigoto.

Se elabord la matriz alélica utilizando Microsoft Excel 2020. Se elabord una tabla con el
nombre de los 7 loci analizados en diferentes columnas. En donde cada loci abarcaba dos
columnas. El cédigo de las muestras, pertenecientes a diferentes a diferentes individuos, fueron
colocados en diferentes filas. En las celdas se colocaros el niUmero de pares de bases para cada
alelo. Esta matriz fue utilizada para realizar los analisis de diversidad genética y los de estructura
poblacional. Dependiendo del programa utilizado, se modifico el formato de la matriz a .csv o al

requerido por el programa.

2.5 Analisis de la diversidad genética y estimacién de la estructura poblacional de
M. birostris en Galapagos
Se utiliz6 RStudio con el paquete adegenet (Jombart, 2008), hierfstat (Goudet y Jombart,
2015) y ggord (Beck, 2017) para determinar la diversidad genética de las muestras de mantarrayas

gigantes recolectadas en Galapagos en el 2019. Pardmetros como el nimero de alelos por locus, el
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contenido de informacidn polimorfica (P1C), la heterocigosidad esperada (He) y la observada (Ho),
y la distancia Fst fueron calculados. La riqueza alélica se calcul6 con el paquete PopGenReport
v3.0.4. Se utiliz6 FreeNa (Chapuis y Estoup, 2007) y el algoritmo de maximizacion de expectativas
(EM) para determinar las frecuencias alélicas nulas para cada locus. Los valores corregidos de FST
se compararon con los valores no corregidos utilizando el método excluyente de alelos nulos
(ENA) con una prueba T pareada para evitar un sesgo en el analisis de la estructura de la poblacion
por los alelos nulos.

Por otro lado, el analisis de componentes principales (PCoA) y el analisis discriminante de
componentes principales (DAPC) se realizaron con el paquete de Rstudio ggord (Beck, 2017) y el
paquete adgenet (Jombart, 2008). Se utilizo el programa GENEPOP v.4.2 (Raymond y Rousset
1995) para determinar las desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE). Con la prueba
estadistica de probabilidad de Lhome de GENECLASS 2.0 (Piry et al. 2004) se identific6 a los
migrantes de primera generacion. Se corrieron 100000 simulaciones con un a = 0.05 utilizando el
criterio bayesiano de Rannala y Mountain (1997), y el método de remuestreo de Paetkau et al.
(2004).

Para definir la estructura poblacional se realizé un andlisis bayesiano con el programa
STRUCTURE (Pritchard et al., 2000). Se estim6 el nimero de linajes que explican de mejor
manera la estructura poblacional. En base a lo utilizado por Vinueza (2018), los valores de K
evaluados fueron entre 1 y 8 con 10 réplicas para cada K. Se us6 100000 pasos de burn-in y
1000000 de MCMC o Markov Chain Monte Carlo. Con la herramienta Structure Harvester (Earl,
2012), se calcul6 el valor K éptimo, un valor que nos define el namero de linajes de los individuos
muestreados en base a inferencia bayesiana. La informacion fue compilada y graficada utilizando

el programa CLUMPAK (Kopelman et al., 2020).
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3 RESULTADOS

3.1 Extraccion y cuantificacion de las muestras de tejido de M. birostris

Las concentraciones de ADN de las 21 muestras de individuos se encontraron entre 8.2 y
6209 ng/uL, teniendo una concentracion promedio de 2124 ng/uL. Por otro lado, el indice de
calidad 260/280 se encontro entre 0.87 y 2.11, con un promedio de 1.83 y el de 260/230 entre 0.69
y 2.14 con un promedio de 1.79. El promedio de la relacion 260/280 nos indica que el tipo de acido
nucleico presente y su pureza es aceptable, al encontrarse entre el rango de 1.85-1.88 que es
indicativo de la presencia de dSADN (Anexo B). Por otro lado, la relacion 260/230 indica la
presencia de contaminantes que absorben a 230 nm, se espera que esté dentro del rango de 2.3 y
2.4; si la relacion es mas baja, podria deberse a la presencia de contaminantes que absorben a 230
nm, como es en este caso, que se tiene una relacion 260/230 promedio de 1.79. Sin embargo, para
practicas de laboratorio, muestras de ADN con una relacion A260 / A280 y A260/ A230 > 1.8 se

consideran adecuadas para su uso (Koetsier y Cantor, 2019).

3.2 Amplificacién y Genotipado

Se amplificaron ocho loci de las muestras de los individuos recolectados en Galapagos en
el afio 2019. Se comprobd con electroforesis en el gel de agarosa que los fragmentos de interés se
encontraban dentro del rango del tamafio esperado. Para todas las muestras se obtuvo una
amplificacién positiva con todos los primers. Los picos resultantes del genotipado se analizaron
con GeneMarker (2012). De los ocho primers utilizados, uno (MA14) presentd missing data del
100% por lo que no fue considerado para los analisis posteriores. El porcentaje de missing data

del genotipado, con siete primers, fue del 6.12%.
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3.3 Diversidad genética

Se encontro un total de 36 alelos, para los 7 loci de las 21 muestras analizadas. EI nimero
de alelos por locus estuvo entre 4 para MA21y 7 para MA30, con un promedio de 5.14 alelos por
locus (Tabla 1). . El contenido de informacion polimérfica (P1C) indicé que MA30 fue el marcador
mas polimérfico, con un valor PIC de 0.74, y MA21 el menos polimdrfico, con un valor PIC de
0.40 (Tabla 1). La heterocigosidad esperada (He) promedio para los loci estudiados fue de 0.65,
indicando una diversidad genética moderadamente alta para M birostris en la Isla Isabela
(Galadpagos). El rango de esta estuvo entre 0.46 para MA21 y 0.78 para MA30. Para la
heterocigosidad observada (Ho), se tuvo un promedio de 0.67 con un rango entre 0.2 para MA15
y 1.0 para MA34. Se obtuvieron las frecuencias de alelos nulos (No) siendo mayores en los loci
MA15 (0.34) y MA30 (0.29). Se realiz6 una prueba T pareada con el fin de determinar si los alelos
nulos estaban sesgando el analisis de la estructura de la poblacién, el resultado no indico
diferencias significativas (valor p> 0.05) entre los valores Fst no corregidos y corregidos, lo que
sugiere que los alelos nulos no tendrian efecto en los analisis de estructuracion genética
posteriores. Cuatro loci (MA15, MA21, MA30 y MA34) se desviaron significativamente del
equilibrio de Hardy-Weinberg (HWD <0.05).

Los indices de diversidad genética se calcularon también para cada localidad del muestreo.
Los Tuneles y La Unién presentaron el mayor numero de alelos, con 31 y 29 alelos
respectivamente. En Punta Negra se encontraron 11 alelos y en Isla Tortuga 10. La heterocigosidad
esperada (He) se encontrd en un rango entre 0.29 (Punta Negra) y 0.66 (Los Tdneles); mientras
que, la heterocigosidad observada (Ho) se present6 en un rango entre 0.57 (Punta Negra) y 0.71
(Los Tuneles). La heterocigosidad observada tuvo valores mayores que la heterocigosidad

esperada en la mayoria de las localidades, excepto en Los Tuneles (Tabla 2).
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3.4 Diferenciacion poblacional

Con los resultados del programa GENECLASS se identificaron seis individuos como
primera generacion de migrantes (Tabla 4), con un p < 0.05. De los seis migrantes identificados,
tres tuvieron como origen Los Tuneles y tres La Union. En lo que respecta a la localidad asignada,
cuatro tuvieron Punta Negra, uno Isla Tortuga y otro La Union. Esto nos sugiere la existencia de
flujo genico entre las localidades, siendo Punta Negra la localidad de la cual méas individuos

migraron.

3.5 Estructura poblacional

El analisis de la estructura poblacional realizado mediante inferencia bayesiana con el
programa STRUCTURE sugiere que este se explica mejor cuando se consideran tres linajes (K=3),
obteniendo un valor delta K de 0.828 (Anexo C). El segundo K més alto fue igual 7, con un delta
K igual a 0.71 (Anexo C). La Figuras 1 muestra que los tres linajes sugeridos, aportan de igual
manera en las cuatro localidades analizadas. De la misma manera, en la Figura 2 se observa que
los siete linajes sugeridos contribuyen de igual manera en los individuos de las cuatro localidades,
lo que sugiere la ausencia de una estructura poblacional definida.

Esto concuerda con el andlisis de coordenadas principales (PCoA), que demuestra que los
individuos estan distribuidos en los dos componentes que explican el 49.48% de la variabilidad
genetica. Se presentan dos agrupaciones separadas por el componente PC2; sin embargo, ambos
grupos cuentan con individuos de las cuatro localidades analizadas (Figura 3). Esto sugiere
nuevamente que los 21 individuos de las cuatro localidades diferentes no presentan una estructura

poblacional definida.
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4 DISCUSION

4.1 Diversidad genética

En esta investigacion, se determind con el contenido de informacion polimdrfica que el
marcador mas informativo es el MA30, seguido del MA43 y el MA15. Con 7, 5 y 5 alelos
correspondientemente. En la investigacion realizada por Vinueza (2018), en muestras de
individuos de la Isla de la Plata, se encontrd que los loci méas informativos fueron el MA43, con 6
alelos, el MA14 con 8 y el MA49 con 8. Es importante tener en cuenta que en esta investigacion
el marcador MA14 no fue utilizado por el missing data que presento.

Se encontré una diversidad genética moderadamente alta (He= 0.65) para las muestras
analizadas de M. birostris de Galapagos del afio 2019, mostrando ser mayor a la encontrada por
Vinueza (2018) para los individuos de la Isla de la Plata (0.61). Estos resultados se encuentran en
el rango de otros estudios de varias especies de elasmobranquios, en los que se ha reportado valores
de He entre 0.05y 0.88 (Maduna et al., 2014). Estos datos sugieren que entre las poblaciones de
mantarrayas en Galapagos podria existir un flujo génico que contribuye a explicar la
heterocigosidad esperada moderadamente alta encontrada. Esto es muy posible si se tiene en
cuenta la capacidad migratoria de esta especie, lo que podria facilitar el flujo génico entre
individuos de diferentes poblaciones (Stewart et al., 2016).

En las cuatro localidades se encontro una heterocigosidad esperada promedio de 0.50 y una
observada promedio de 0.64 (Tabla 2). Las localidades de La Uniény Los Tuneles contaron con
la mayor heterocigosidad esperada. Por otro lado, Punta Negra cuanta con la menor. Es importante
tener en cuenta la cantidad de muestras tomada en cada localidad. En los tuneles, en donde se
encontraron 31 alelos, se tomaron muestras de 10 individuos y en Punta Negra o Isla Tortuga, en

donde solo se tomd una muestra, se encontrd 10 y 11 alelos respectivamente. Esto nos indica que,
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a pesar del bajo numero de individuos muestreados en esas localidades, el nimero de alelos
encontrados fue considerablemente grande. Para especies oceanicas migratorias, como es el caso
de la mantarraya gigante, se han reportado bajos niveles de diferenciacion genética (Verissimo et
al., 2017). La genética de una poblacién se ve influenciada por cuatro fuerzas evolutivas: flujo
genetico, deriva genética, seleccion y mutacion. Cuando se utilizan marcadores neutros, solamente
el flujo y la deriva génica son considerados. En si el flujo genético tiende a homogenizar la
variacién genética que podria existir entre poblaciones. Por otro lado, la deriva genética provoca
un aumento de la diferenciacion genética entre poblaciones. Los peces se caracterizan por tener un
gran potencial de dispersién por tener un nado activo de adulto y grandes poblaciones, estos
factores contribuyen a que el flujo de genes sea alto y los efectos de la deriva genética sean bajos
(Chevolot, 2006). Teniendo en cuenta esto, es probable que exista un flujo génico entre las
diferentes poblaciones, lo que contribuye a una homogenizacién de la variacion genética entre
poblaciones y consecuentemente a disminucion de la diferenciacion genética entre poblaciones.
Es posible que los valores analizados, como los de heterocigosidad, se normalicen al realizar un

muestreo mas equitativo entre localidades.

4.2 Estructura poblacional

No se encontrd una estructura poblacional clara en las poblaciones; ademaés, Esto también
puede apreciarse en la Figura 3 del PCoA, en donde se ve que la distribucién de los individuos no
sigue una estructura definida. Los individuos de Los Tuneles y La Union, que representan 19 de
las 21 muestras analizadas, se encuentran dispersas sin seguir un patron claro. Ademas de esto,
este PCoA solamente explica un 49% de la variabilidad encontrada. En este estudio se realizo el

analisis de muestras recolectadas cerca de la isla Isabela, por lo que es posible que exista un flujo
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génico ocasional o regular que evite que se acumule una diferencia genética significativa entre
localidades. Al analizar estar relaciones, se tiene que considerar que, de las 21 muestras analizadas,
10 fueron tomadas en Los Tuneles, 9 en La Unién, 1 en Isla Tortuga y otra en Punta Negra. Esto
claramente va a sesgar los resultados obtenidos. Se recomienda que para evitar errores de muestreo
y para maximizar la robustez estadistica de los resultados en una caracterizacion base, se tome un
numero de muestras similar de individuos por localidad (Chevolot, 2006). Hay varios estudios en
donde se sugiere que la diferenciacion genética en los elasmobranquios se da mas por factores
relacionados a comportamientos que por barreras geograficas fisicas (Hunter et al., 2005). Hearn
(2014) reporta que encuestas sobre el avistamiento de varias especies, la mantarraya gigante ha
sido observada principalmente en la zona Frio Oeste, Elizabeth y Central, que se encuentran
rodeando a la isla Isabela. Las cuatro localidades analizadas en este estudio se encuentran en la
zona Central y Elizabeth, en donde se han observado varias mantarrayas gigantes. Esto podria
explicar la falta de una estructura poblacional definida entre las cuatro localidades analizadas.
Ademas, se sabe M. birostris se mueve a lugares en donde se dan explosiones de productividad, a
la vez que realizan distintas interacciones sociales. Al migrar a estos lugares podria darse un
intercambio génico, lo que respaldaria los resultados encontrados en este estudio. En la Reserva
Marina de Gal&pagos se han avistado en diversas islas, como Isabela, Floreana, Pinzon, Santa Cruz
y Santiago. Las mayores agregaciones de esta especie se han reportado en Roca Sin Nombre, Cabo
Marshall y Cuatro Hermanos, localidades que se encuentran en la bioregion Central, al igual que
las localidades analizadas en esta investigacion, segin el mapa propuesto por Edgar et al. (2014).
Se sabe que migran a través de esta Reserva; sin embargo, su nivel de residencia no ha sido
establecido. Ademas, en un estudio con marcas de localizacion en individuos de M. birostris de la

Isla de la Plata, se encontrd que algunos realizaron migraciones hacia el Peru y otras hacia las Islas
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Galapagos. Probando la existencia de una conectividad entre el continente y las Islas Galapagos
(Hearn, 2014). Al probar la existencia de esta conectividad, se sabe que puede existir un flujo
génico entre los individuos de diversas poblaciones, lo que podria explicar la heterocigosidad
moderadamente alta esperada encontrada en este estudio.

Las agregaciones y movimientos de esta especie se han visto que estan relacionados con la
disponibilidad de alimento, temperatura del agua, comportamientos de apareamiento y visitas a
estaciones de limpieza (Burgess et al., 2018). Ademas, se ha determinado que durante las horas
del dia suelen estar presentes en estaciones de limpieza de arrecifes poco profundas y zonas de
alimentacion costeras, y que durante la noche se trasladan a aguas mas profundas mar adentro
(Burgess et al., 2018). Vinueza (2018), discute que las fluctuaciones de estos individuos pueden
estar influenciado por cambios en la temperatura del agua y cambios en los patrones de
alimentacion. Se ha mostrado que muchas especies de rayas y tiburones se mueven de su
distribucion doméstica para explotar condiciones ambientales favorables en otras areas. Lo mas
probable es que los movimientos de esta especie y otras relacionadas sean el resultado de un
conjunto de factores abidticos y bidticos, basados en la necesidad de los individuos de optimizar
su funcidén metabdlica y mantener un acceso seguro a recursos necesarios como alimentos, refugio
y otros mas. En un estudio a largo plazo, realizado en Australia, se determind que las agregaciones
se debian principalmente a cambios estacionales en el uso del habitat y no por migraciones a gran
escala como se pensaba anteriormente (Schlaff et al., 2014). Establecer la estructura poblacional
de estos individuos es complicado por su naturaleza de movimiento, seria interesante realizar
investigaciones sobre como estos factores afectan a los patrones de movilizacion de los individuos
que se encuentran en la Reserva Marina de Galapagos con el fin de poder entender mejor la

estructura de estas poblaciones.
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Los elasmobranquios son un grupo muy amenazado, por caracteristicas como su tardia
madurez sexual, tiempo de embarazo, baja fertilidad y lento crecimiento, son muy susceptibles a
presiones como la sobrepesca, cambios ambientales y polucion (Marandel et al., 2018). En la
ultima década han aumentado los estudios genéticos en los elasmobranquios; sin embargo, solo un
10% de las especies de rayas y tiburones han sido investigadas en términos de estructura genética
de poblacion, diversidad genética e historia demografica (Domingues et al., 2018). La fidelidad a
largo plazo a ciertas localidades nos permite saber que el desarrollo de areas marinas protegidas
centradas en sitios de agregacion podria ayudar a proteger a esta especie de la sobreexplotacion
(Dewar et al., 2008). Este estudio, al contribuir con informacion preliminar sobre la diversidad
genética de los individuos de las cuatro localidades analizadas, representa una buena base para el
desarrollo de futuras investigaciones que podrian ser utilizadas para el desarrollo de estrategias de

conservacion de M. birostris en la Reserva Marina de Galapagos.
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5 CONCLUSIONES

- Ladiversidad genética de las muestras de M. birostris de las Islas Galapagos del 2019 es
moderadamente alta.

- Los resultados de Structure sugieren el aporte de tres linajes. Sin embargo, no se observé
una estructura poblacional definida para los individuos analizados, lo que puede ser
explicado por la capacidad de migracion de la mantarraya gigante.

- Al interpretar estos resultados, se debe tener en cuenta la cantidad reducida de muestras
utilizadas para los andlisis. Es necesario realizar el andlisis de més individuos por localidad

para obtener resultados significativamente robustos.
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7 TABLAS
Tabla 1. Diversidad genética y estimaciones de relacién para los loci analizados en los 21
individuos de M. birostris de la Isla Isabela. Se incluyen el nimero de alelos (Na), heterocigosidad
observada (Ho), heterocigosidad esperada (He), contenido de informacion polimérfica (PIC),
frecuencia de alelos nulo (No), FSTa sin corregir y FSTg alelo nulo corregido, desviacion del valor

p de Hardy-Weinberg (HWD).

Locus Na Ho He PIC No FSTa FSTs HWD

MAOQ9 4 0.57 0.62 0.57 0.02675 0.041622 0.064508 0.130621
MAL15 5 0.2 0.71 0.66 0.34794 -0.034553 0.078538 2.85E-07
MA21 4 0.3 0.46 0.40 0.2022 -0.118997 -0.017485 0.012038
MA30 7 0.81 0.78 0.74 0.29456 -0.067924 -0.008324 1.00E-06
MA34 6 1.0 0.65 0.56 0.04762 -0.005185 -0.018281 0.001229
MAA43 5 0.86 0.72 0.67 0.0 -0.019777 -0.019777 0.893593
MA49 5 0.95 0.63 0.58 0.05173 -0.040702 -0.039567 0.065939

Tabla 2. indices de diversidad genética estimados dentro de las localidades en donde se tomaron

las muestras de los individuos de M. birostris.

Localidad N Na He Ho
Isla Tortuga 1 10 0.4285714 0.6666667

La Union 9 29 0.6373140 0.6210286
Los Tuneles 10 31 0.6485561 0.7163286
Punta Negra 1 11 0.2857143 0.5714286

Se muestra el nimero de individuos (N), numero de alelos (Na), heterocigosidad esperada (He) y

heterocigosidad observada (Ho).
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Tabla 3. Primera generacion de migrantes detectada con GENECLASS 2 (GC)

ID individuo Origen GC _Lhome P-val GC-Localidad asignada
37 2 12.265 0.002 4
41 2 9.821 0.04405 3
125 2 10.767 0.01822 4
108 3 13.19 0.0004 1
111 3 11.209 0.01494 4
119 3 10.899 0.02118 4

Descripcion de la tabla: en esta tabla se muestra a los probables migrantes utilizando el estadistico

Lhome; se muestra el valor p, que en caso de ser menor a 0.05 muestra los migrantes potenciales.

Ademas, se especifica la localidad de origen y en la que se muestreo al individuo.
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Figura 1. Resultados de Structure graficados con CLUMPAK. Se obtuvo un valor 6ptimo de 3

para K.
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Figura 2. Resultados de Structure graficados con CLUMPAK. Se obtuvo un valor éptimo de 7

para K.
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Figura 3. PCoA de las muestras de individuos de M. birostris de Galapagos del afio 2019. Los

colores representan diferentes localidades
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Anexo A. Informacion de los 7 loci SSR de las 21 muestras analizadas de Galapagos - Ecuador,

del afio 2019. En esta tabla se resume la informacion para cada locus.

R:TGAGTCCCTCCAGCATTTTGT

L-ocus Secuencia de Primers 5'->3' Motivo Temp. Fluoroéforo Tamario

GenBank Repetido Annealing (°C) Alelos (pb)

MAQ9 F: GATGCGTGTTCTCCTGTTG

1X269144  |R: GCCAGCAATCTTCTTCCACATT | ACAT 65 vic 372-388

MA15 F.:CATATAAAGGACCCCGGCAC

1X269146  |R:-TGGTGGAGTGAAGAGGCTG AC 56 PET 146-180

MA21 F:GTGGCGAAACCCAATTTCC

JX269147 R:GAGCAAATCTCAGCACATCCA TCTA 618 6FAM 187-211

MA30 F:CTCGTGCCCCTCTTCTTCTG

1269148 AC 56 NED 195-223
R:GACTGTGGGAGGCATGGAA

MA34 F.:CGTCCAAGGCAGGATTGATT

1X269149 GT 55 NED 184-190
R:TCGAGCACTCACCCTATCCAC

MA43 F:GCAGCTCCCATATCTCTCTCCC

1X269151 TCA 60 6FAM 265-301
R:CCACTTGACCCGAACATGAG

MA49 F:CCATGAACACAGCCTCAGATT

1X269152 CTAT 61.8 ViIC 219-259
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Anexo B. Datos de extraccion y cuantificacion de muestras de individuos de M. birostris de

Galépagos - 2019.

Fecha Muestra Concentracion 260/280 260/230
(ng/ul)
8/14/14 Sc30 1645.4 1.89 1.89
8/16/14 Sc37 2178.1 1.83 1.48
8/21/14 Sc38 1988.8 1.86 1.90
8/23/14 Sc4l 29.1 0.87 0.69
8/23/14 Sc48 2307.1 1.84 2.00
8/24/14 Sc105 5554.9 1.86 2.04
8/24/14 Sc108 1436.6 1.87 2.01
8/25/14 Scl11 714.5 1.84 1.83
8/25/14 Sc112 4014.0 1.89 1.71
8/25/14 Sc113 2165.6 1.86 2.02
8/25/14 Sc118 3499.0 1.89 1.86
8/25/14 Sc119 1799.3 1.87 1.80
8/26/14 Sc120 1626.6 1.87 2.05
8/26/14 Sc121 458.4 1.84 2.02
8/26/14 Sc122 693.6 1.86 1.89
8/28/14 Sc123 2884.1 1.87 1.61
8/28/14 Sc124 8.2 2.11 1.11
8/28/14 Sc125 1175.1 1.90 1.68
8/28/14 Sc126 3460.4 1.89 1.87
8/27/14 Scl127 6209.6 1.86 1.89
8/27/14 Sc129 1933.7 1.87 1.91
8/30/14 Sc130 956.7 1.85 2.14
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Anexo C. Resultados del agrupamiento genético poblacional basados en el método de modelado

bayesiano de Structure.

K

-

@ ~ o ¢ s W M

Reps
10

10
10
10
10
10
10
10

Mean LnP(K)
-360.670000
-361.520000
-362.290000
-362.290000
-361.870000
-361.910000
-361.200000
-361.310000

Stdev LnP(K)
0.231181
0.524510
0.929098
0.932678
0.798679
1.203190
1.169045
1.040780

Ln'(K)
-0.850000
-0.770000

0.000000
0.420000
-0.040000
0.710000
-0.110000

|Ln"(K)|
0.080000
0.770000
0.420000
0.460000
0.750000
0.820000

Delta K
0.152523
0.828761
0.450316
0.575951
0.623343
0.701427
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