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RESUMEN

La inercia filogenética es un patrén macroevolutivo que ocurre cuando las especies
cercanamente emparentadas muestran valores parecidos en sus atributos fenotipicos.
En este trabajo se evalud el nivel de inercia filogenética sobre el tamafio de puesta y la
talla de las hembras adultas de diversos miembros del grupo de las tortugas. Se
utilizaron cuatro métodos filogenéticos comparativos para evaluar el efecto de la
filogenia sobre ambos caracteres: (1) autocorrelacién filogenética, minimos cuadrados
generalizados filogenéticos, sefial filogenética y ordenacién candnica filogenética.
Posteriormente se buscaron asociaciones con factores ecolégicos. Por un lado, se
buscaron correlaciones entre los valores libres de inercia filogenética de ambos
atributos vy la latitud. Por otro lado se usd el método de Hansen para mapear en la
filogenia aquellos cambios fenotipicos significativos que pudieran estar asociados a
algun cambio ambiental. Los factores considerados como promotores ambientales de
cambios en los fenotipos fueron la distribucién latitudinal, el habitat y la dieta.

Los resultados de los cuatro métodos muestran que existe inercia filogenética
considerable sobre ambos atributos reproductivos. Este efecto se concentra dentro de
dos grupos: el de las tortugas marinas (familias Chelidae y Dermochelyidae) y el de las
tortugas de la superfamilia Testudinoidea. Por otro lado, la ecologia ha jugado un
papel importante moldeando la evolucién de ambos atributos, pues la variacién en
éstos esta explicada por dos factores: la latitud y el tipo de ambiente donde habitan.
Tanto el tamafio de puesta como la talla de las hembras adultas se correlacionan
negativamente con la latitud. Por otro lado, el paso del ambiente dulceacuicola al
ambiente marino explica la varianza interespecifica en estos atributos en un 60% y
40%, respectivamente y afecté de forma positiva el fenotipo de ambos atributos, pues
las tortugas marinas muestran valores significativamente mayores tanto de tamafio de

puesta como de talla de las hembras adultas.



ABSTRACT

Phylogenetic inertia is a macroevolutionary pattern that occurs when closely related
species have similar trait values because they inherited those traits from a commmon
ancestor. In this study | evaluated the degree of phylogenetic inertia in two
reproductive traits of turtles: female size and clutch size. For this purpose | used four
phylogenetic comparative methods: phylogenetic autocorrelation, phylogentic
generalized least squares, phylogenetic signal, and canonical phylogenetic ordination.
In addition, | attempted to associate the studied traits with putative causal ecological
factors. First, | used the trait values free of phylogenetic inertia derived from the
autocorrelation method and correlated them with latitude. Second, | used the Hansen
adaptation model to find where in the phylogeny significant phenotipical changes have
occurred that could be associated with ecological conditions such as latitudinal
distribution, habitat or diet.

All the comparative methods indicated that there is a significant degree of
phylogenetic inertia in both reproductive traits. This phylogentic effect occurred
mainly in two clades: the marine turtles (Chelidae and Dermochelyidae) and the
superfamily Testudinoidea. Additionally, environmental factors have been important in
shaping the evolution of both traits because most of the interspecific variation in these
traits can be explained by latitude and habitat. Both traits have a negative correlation
with latitude. Furthermore, the shift from the acuatic habitat to the marine habitat
explains 60% and 40% of the trait variance, respectively. This shift affected positively
female size and clutch size and resulted in marine turtles exhibiting signficant higher

values of both traits.



INTRODUCCION

Desde una perspectiva neodarwinista, los caracteres fenotipicos se consideran como
resultado de la accion de la selecciéon natural (Harvey y Pagel, 1991). Si esta
interpretacion es correcta, entonces las caracteristicas de los seres vivos representan
adaptaciones al medio en el que viven. Sin embargo, los caracteres fenotipicos
(morfoldgicos, conductuales, fisiolégicos, de historias de vida, etc.) son también el
resultado de la historia evolutiva. Es decir, un atributo particular, como por ejemplo el
tamaino del fémur de dos especies hermanas, es similar entre ellas simplemente
porque descendieron de un ancestro comun. Entonces, tal similitud no se debe
necesariamente a que las presiones de seleccion que experimentan en los ambientes
que habitan sean iguales. Actualmente la biologia evolutiva reconoce que los
caracteres fenotipicos son el resultado tanto de cambios adaptativos provocados por
presiones selectivas locales, como de la historia evolutiva que comparten con sus
especies filogenéticamente relacionadas (Harvey y Pagel, 1991).

Uno de los intereses actuales de los evolucionistas es tratar de comprender y
cuantificar, por un lado el componente adaptativo de los caracteres y por el otro su
componente filogenético (también llamado componente histérico). Este ultimo,
llamado inercia filogenética, se ha definido como la tendencia de los caracteres a
resistir los cambios a pesar de las perturbaciones ambientales y es evidente cuando
hay caracteres compartidos entre especies cercanamente relacionadas (Edwards y
Naeem, 1993).

Se han llevado a cabo varios esfuerzos por comprender la intensidad de la inercia
filogenética en oposicidon a la seleccion natural en distintos caracteres y tipos de
organismos. Sin embargo, este campo de trabajo es aun fértil. Por eso, esta
investigacion intenta conocer el grado en el que la historia evolutiva compartida en el
grupo de las tortugas ha determinado uno de sus atributos reproductivos mas
importantes, que es el tamafio de puesta. En este cardcter las tortugas muestran una
diversidad fenotipica interespecifica muy alta, misma que ha sido interpretada como
resultado de adaptaciones a los ambientes locales. No obstante, se desconoce en qué
grado la inercia filogenética podria estar determinando los fenotipos que observamos

en estos organismos. Es por ello que el objetivo general de esta investigacién es



determinar en qué proporcion el tamafio de puesta en las tortugas se debe a la inercia
filogenética y en qué proporcion se puede atribuir a presiones de seleccidon locales que
puedan sugerir adaptaciones. Para comprender la accién complementaria de dichas
fuerzas evolutivas, utilizo las herramientas de andlisis mas novedosas que se han
desarrollado hasta el momento, que son los métodos filogenéticos comparativos. Estas
herramientas analizan la evolucién y diversificacion de los caracteres considerando el
grado de parentesco entre las especies. Asimismo, permiten cuantificar el grado de
variacién que puede ser atribuido a efectos independientes de la filogenia, y por lo

tanto, a fendmenos microevolutivos, como lo son las adaptaciones locales al ambiente.



ANTECEDENTES

EFECTOS DE LINAJE

Uno de los paradigmas actuales de la biologia es el que dicta que todos los organismos
descienden de al menos una forma parental semejante. Si extendemos esta idea
espacial y temporalmente, obtenemos una red de ancestros y descendientes
interconectados, conocido como linaje (Avise, 2006). Debido a esta relacién de tipo
genealdgica, los atributos presentes en las especies exhiben semejanzas que resultan
de la historia evolutiva que comparten (Stearns, 1992). Estos atributos pueden
permanecer constantes entre especies debido a que siguen cumpliendo una funcion
particular en el ambiente que habitan o debido a efectos de linaje. Ambos patrones
filogenéticos son reconocidos como los extremos de un continuo en la explicacion de
la variacion fenotipica interespecifica (Alberch, 1989; Stearns, 1992).

Por lo tanto, al hacer un analisis evolutivo de los atributos presentes en un grupo
de especies, no debe descuidarse el aspecto filogenético, ya que todos los atributos
presentes en un organismo responden tanto a las relaciones ancestro-descendientes,
como a las presiones de seleccidén ejercidas por los distintos ambientes que habitan
(Harvey y Pagel, 1991; Stearns, 1992). Las herramientas analiticas que permiten
considerar la importancia relativa de ambos factores en la evolucién de un atributo
son los métodos filogenéticos comparativos, que logran distinguir entre los
componentes heredados y los que tienen un origen evolutivo independiente (Harvey y
Pagel, 1991; Martins y Hansen 1997).

Segun Stearns (1992), al implementar un método filogenético comparado es
necesario considerar: (a) un primer analisis exploratorio de el o los atributos en
cuestién, verificando que se trate de un caracter que presente cierta variacién entre
especies emparentadas. (b) Obtener la informacion filogenética del grupo, idealmente
basada en caracteres moleculares como secuencias de DNA (Cheverud et al., 1985;
Avise, 2006). (c) Aplicar varios tipos de métodos comparativos que brinden
informacién complementaria. Como resultado de estos analisis, se obtienen diferentes
tipos de informacioén. (1) Es posible calcular la cantidad de variacion de un caracter
debida a las relaciones ancestro-descendiente (inercia filogenética). (2) También se

pueden estimar los estados ancestrales de uno o mas caracteres de interés. (3) Se



puede conocer si dos caracteres han evolucionado de forma correlacionada. (4)
Permiten estimar y comparar tasas de evolucién fenotipica entre distintos caracteres.
(5) Finalmente, se pueden calcular valores de los atributos libres del componente
filogenético, que pueden ser considerados como evidencia de procesos
microevolutivos como la adaptacion y la deriva génica (Harvey y Pagel, 1991;
Bjorklund, 1997).

En la literatura existe una gran cantidad de ejemplos en los que se puede
observar tanto la correlacion entre un par de atributos, como el efecto filogenético en
diversos caracteres fenotipicos (Avise, 2006; Stearns, 1992). Un caso interesante es el
estudio de Darst y colaboradores (2005), quienes analizaron la evolucion de la
especializaciéon de la dieta en las ranas venenosas del Nuevo Mundo (familia
Dendrobatidae). La presencia de veneno es uno de los mecanismos de defensa que
presentan los organismos que puede deberse a factores enddgenos o a la adquisicion
exogena de sustancias toxicas, via su alimentacién. Segun la evidencia, los alcaloides
presentes en la piel de los dendrobatidos son producto de una dieta de hormigas y
otros artrépodos ricos en sustancias alcaloides. Como lo corroboraron estos autores en
un analisis filogenético comparado entre 15 especies de esta familia, pertenecientes a
5 géneros (Fig. 1), existe una asociacidon recurrente entre la dieta y la presencia de
alcaloides téxicos en la piel a lo largo de su filogenia. Este patron sugiere que un
cambio evolutivo en la dieta estuvo relacionado con un cambio evolutivo en la
cantidad de alcaloides en la piel. En otras palabras, este par de caracteres parecen
haber evolucionado de forma correlacionada.

Este ejemplo (Fig. 1) brinda un marco de referencia para ilustrar el papel de la
inercia filogenética en la determinacién de los caracteres fenotipicos, especialmente
en los géneros Dendrobates y Phyllobates. En todas estas especies se conserva la
especializaciéon de dieta y la presencia de alcaloides en la piel, a pesar de que se dieron
una serie de eventos de especiacion.

También podemos observar en este ejemplo la evolucion independiente de un
rasgo fenotipico, como la presencia de alcaloides en la piel, en cinco eventos: en el
ancestro comun del género Allobates, en una especie del género Colostethus, en dos
grupos de especies del género Epidendobates y el ancestro comun de los géneros

Phyllobates y Dendrobates (Fig. 1).



Este ejemplo ilustra la forma en que la informacién filogenética y métodos
filogenéticos comparativos permiten comprender el efecto tanto de la inercia

filogenética como de la adaptacion local en la diversidad fenotipica de las especies.
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Figura 1. Filogenia de la familia de ranas venenosas tropicales Dentrobatidae (Santos et al., 2003). Los
cuadros grises indican linajes de ranas con presencia de alcaloides téxicos en la piel, mientras que las

hormigas representan una dieta rica en estos insectos. Tomada de Darst et al., 2005.



LA INERCIA FILOGENETICA COMO PATRON O PROCESO EVOLUTIVO

La inercia filogenética ha tenido varias acepciones a lo largo de la historia. Ha sido
interpretada como un patréon del registro fdsil, como una tendencia evolutiva, y
recientemente como un patron o un proceso en la evoluciéon de los organismos
(Blomberg y Garland, 2002). Actualmente, se define como la tendencia de los
caracteres a resistir los cambios evolutivos, a pesar de perturbaciones ambientales
(Edwards y Naeem, 1993). Es decir, la persistencia de un caracter a pesar del cese de
las presiones selectivas que lo originaron y del surgimiento de presiones nuevas. Otra
definicion argumenta que la inercia filogenética es la proporcion de varianza
interespecifica en un caracter que es explicada por la hipdtesis filogenética (Cheverud
et al., 1985).

Aunque estas definiciones parecen claras, existe un debate sobre la naturaleza
de la inercia filogenética (Blomberg y Garland, 2002). Por un lado es posible verla
como un patrén en el que las especies cercanas tienen estados de cardcter o valores
similares de sus atributos fenotipicos. Por otro lado, la inercia puede interpretarse
como una fuerza que evita el cambio evolutivo contrarrestando la accién de la
seleccion natural. Entre los posibles procesos que podrian subyacer a la inercia se
encuentran las correlaciones genéticas, la falta de variabilidad genética, la seleccién
estabilizadora constante y los desfases temporales filogenéticos (Alberch, 1989;
Harvey y Pagel, 1991; Stearns, 1992).

Probar la existencia de estos procesos es dificil. Por lo tanto, la interpretacién de
inercia filogenética que se emplea en esta investigacion es la de un patrén, aquel en el

gue especies relacionadas tienen valores fenotipicos similares.

HISTORIAS DE VIDA

La vida de todo organismo consta de una secuencia de eventos que constituyen su
“historia de vida”. Este término, segun Begon y sus colaboradores (2006), es el patrén
de crecimiento, de diferenciacién, de consumo y almacenamiento de energia y de
reproduccion que presenta un organismo a lo largo de su vida. Cada uno de los
atributos que conforman dicho patrén, tales como la edad a la madurez, la tasa de
mortalidad, la velocidad de crecimiento corporal, la fecundidad y el tamafio de puesta

o camada, entre otros, repercuten directamente sobre su reproduccidon y



supervivencia, por lo que son altamente sensibles a fuerzas selectivas (Stearns, 1992).
Estos atributos, por lo general, muestran una gran variacién interespecifica (Roff,
2002) y se consideran el resultado tanto de procesos ecoldgicos locales como de la
historia evolutiva (Stearns, 1992; Begon et al., 2006).

El estudio de la evoluciéon de historias de vida es uno de los campos mas
complejos de la ecologia, ya que busca describir y entender bajo qué condiciones ha
evolucionado cada uno de los atributos que conforman el mosaico de diversidad de
historias de vida que observamos hoy en dia en la naturaleza. Los ecélogos evolutivos
consideran que este tipo de caracteres cambian drasticamente dependiendo de las
condiciones locales. Por ejemplo, individuos de una misma especie viviendo en zonas
tropicales pueden exhibir una tasa de crecimiento muy rapida en comparacién con
individuos de la misma especie viviendo en zonas templadas (e.g., Rojas-Gonalez et al.,
2008). Sin embargo, también es bien sabido que la microevolucion de estos atributos
puede verse fuertemente restringida y entonces no presentar variacion entre especies.

Una de las principales causas que restringen la variacién en un caracter de
historia de vida es la presencia de diyuntivas o “trade-offs” y se refiere a que la energia
gue se destina a uno de los atributos de historia de vida, conlleva a la disminucién en
aquella que se destina al otro. Algunos de los principales atributos de historias de vida
entre los que se han documentado este tipo de disyuntivas son: entre la reproduccién
y la probabilidad de supervivencia, entre la reproducciéon actual y la reproduccién
futura, entre el nUmero y tamafio de los vastagos, entre la reproduccion y la condicién
parental y entre la reproduccion y el crecimiento. Un atributo que se encuentre bajo
disyuntiva de asignacion puede no exhibir variacién entre especies relacionadas
(Stearns, 1992).

Otras causas de falta de variacién intra e interespecifica en atributos de historias
de vida pueden ser aquellos procesos que subyacen al patron de inercia o sefial
filogenética. Estos pueden ser: la deriva génica, las restriccidnes ontogenéticas
(Arlberch, 1989) y el determinismo o “contingencia histdrica” (Taylor y McPhall, 2000).
En muchos de estos caracteres se puede observar un patrén de similitud entre
especies emparentadas filogenéticamente, como entre los miembros de la familia
Gekkonidae que tienen puestas de dos huevos (Vitt, 1986), todas las especies de

lagartijas del género Xenosaurus maduran tarde y tienen crecimiento lento (Zuniga-



Vega 2005), todas las aves del género Fregata producen un solo huevo (Nelson, 1976).
Estos patrones reflejan claramente inercia filogenética.

HISTORIAS DE VIDA DE TORTUGAS

Las tortugas son uno de los grupos de organismos mas peculiares que hay en la
naturaleza. Tienen rasgos morfoldgicos distintivos y una combinacién de atributos de
historia de vida Unica como: tasas de crecimiento bajas, edad a la madurez (o edad a la
primera reproduccion) tardia y longevidad alta (Gibbons y Greene, 2009). Sin embargo,
en otros caracteres las tortugas presentan relativamente alta variabilidad entre
especies, tales como en el periodo de incubacidn de los huevos (Goin et al., 1978), y en
el tamafio de la puesta (Goin et al.,, 1978; Gibbons y Greene, 2009). Por ejemplo, el
periodo de incubacion parece variar entre 62 y 95 dias en especies como Chelydra
serpentina (Yntema, 1978) y entre 51 y 54 dias en Apalone mutica (Ashimare y Janzen,
2003).

El tamafno de puesta es uno de los atributos mas importantes para determinar la
adecuacién de un organismo, ya que, tiene un efecto directo sobre el nimero de
descendientes reproductivos que deja un individuo a lo largo de su vida (Stearns, 1992;
Frazer y Richardson, 1985). Ademas, segun la teoria de historias de vida el tamafio de
puesta es un reflejo de dos de los trade-offs mas relevantes: el de nimero y tamafio de
crias y el de reproduccidon actual y reproduccion futura. Ambos, se encentran
subordinados tanto a las condiciones morfoldgicas y ecoldgicas que experimenta cada
especie (Lutz et al., 2003; Gibbons y Greene, 2009), como a su historia evolutiva. Este
atributo presenta una enorme variabilidad entre las tortugas, desde algunas
dulceacuicolas y terrestres cuyo tamafio de puesta es menor a 10 huevos, como
aquellas que ponen hasta 500 huevos al afio (principalmente marinas). Esta alta
variacién indica que a pesar de la similitud evidente en las caracteristicas morfoldgicas
del grupo y otros muchos atributos que las hacen un grupo distintivo, cada especie ha
evolucionado una estrategia reproductiva distinta. Aparentemente entonces, el
tamaifio de puesta es un caracter que, entre tortugas, ha respondido facilmente a
presiones locales de seleccién y por lo tanto, debe exhibir un bajo grado de inercia
filogenética. Sin embargo, esta afirmacion carece de apoyo hasta que se evalle la
proporcién de variaciébn en este cardcter entre especies de tortugas que estd

determinado por la historia evolutiva compartida y la proporcion explicada por
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factores ecoldgicos que han provocado adaptaciones locales.

Hasta el momento no hay un trabajo que haya evaluado el efecto de la historia
evolutiva sobre el tamafio de puesta de las tortugas, ni uno que sintetice cuales
factores provocan variacion dentro de todo el orden. Por lo tanto, las preguntas que
pretende resolver este trabajo son: (a) ¢En qué proporcidén la variacidén del tamano de
puesta de tortugas esta determinado por inercia filogenética? y (b) écon qué factores

ecoldgicos puede relacionarse la proporcién de la variacién que es independiente de la

filogenia?
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HIPOTESIS

Dado que los caracteres de historia de vida afectan directamente la adecuacion de los
organismos y, por lo tanto, estos tienden a responder a presiones locales de seleccién
(Stearns, 1992; Roff, 2002), espero que la variacion interespecifica en el tamafo de
puesta de las tortugas esté asociada principalmente con factores ecoldgicos y en

menor medida con factores historicos.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la proporcion de variacion interespecifica que hay en el tamafio de puesta
de las tortuga y que puede ser explicada por sus relaciones filogenéticas.
Complementariamente, encontrar cudles son los factores ecolégicos que pueden estar

asociados con la variacion no explicada por este componente histérico.

OBJETIVOS PARTICULARES

- Llevar a cabo una revision actualizada de la variacion interespecifica que hay
entre las tortugas con respecto al tamano y la frecuencia de puestas, asi como
en el tamafio de las hembras.

- Hacer una reconstruccion filogenética, con base en marcadores nucleares y
mitocondriales de las especies que seran analizadas.

- Mediante el uso de métodos filogenéticos comparativos y con base en una
reconstruccién filogenética robusta, determinar la proporcién de varianza que
estd determinada por inercia filogenética y aquella que se debe a factores
ecologicos.

- Buscar asociaciones entre el componente especifico de la variacion del tamafio
de camada (libre de inercia filogenética) y diferentes factores ambientales

como: latitud, dieta y tipo de habitat.
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METODOS

De acuerdo con los objetivos particulares, este trabajo puede dividirse en cuatro fases:
la de recopilacion de informacién, la de reconstruccion filogenética y la que
corresponde a los métodos filogenéticos comparativos y sus simulaciones y por ultimo,
la busqueda de relaciones entre los factores ambientales y la variacién no explicada

por la filogenia.

RECOPILACION DE INFORMACION

La delimitacién del nimero de especies consideradas en este estudio se dio en dos
etapas:
1. La compilacién de datos de tamafio de puesta y tamaio de las hembras se hizo de
las siguientes formas:
* Busqueda en linea en los portales Web of Science y Google Scholar, con las
palabras clave: turtle clutch size, reproduction turtle, turtle eqgg, clutch size,

tortoise, testudine clutch, turtle reproductive output, turtle life history.

* Busqueda en el portal de datos de biodiversidad “nlbif”, especializado en

torutgas, Turtles of the world (http://nlbif.eti.uva.nl/bis/turtles.php).

* Busqueda de literatura no disponible en la red y otros hallazgos en la Biblioteca
de la Coleccién de Anfibios y Reptiles del Museo de Zoologia Alfonso L. Herrera

de la Facultad de Ciencias, UNAM.

Como resultado de esta primera etapa se hallaron 70 especies de tortugas con
datos de tamafio corporal y tamano de puesta, de un total de 256 especies de tortugas

registradas (Atner, 2008).

2. Busqueda de marcadores genéticos en GenBank.
La seleccién de los marcadores incluidos para la reconstruccion filogenética de este
trabajo se hizo con base en los utilizados en las ultimas reconstrucciones filogenéticas

publicadas para el grupo de las tortugas (Fuji et al., 2004; Krenz et al., 2005 y Barley et
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al., 2010). Se utilizo el gen mitocondrial citocromo B (cytb) y los siguientes marcadores
nucleares: la activasa de recombinacidon nuclear (RAG-1), el intrén R35, el gen del
factor neurotrdpico derivado cerebral (BDNF) y el loci anénimo TB29.

Se explord la base de datos de GenBank en busca de los cinco genes para las 70
especies que contaban con datos reproductivos. Aproximadamente la mitad de estas
especies no contaban con esta informacion, por lo que el nimero de especies incluidas
en el estudio se limité a aquellas que contaran con al menos dos de estos cinco genes.
Finalmente, el total de especies que se incorporaron a este estudio fue de 36,
pertenecientes a 10 familias (Tablas 1 y 2). Una vez establecidas las especies a utilizar
en este estudio, se buscaron sus datos ecoldgicos de dieta, habitat y area de
distribucidn para realizar los analsis posteriores en el portal de datos de biodiversidad
“nlbif”, especializado en tortugas, Turtles of the world
(http://nlbif.eti.uva.nl/bis/turtles.php) .

Actualmente se reconocen 14 familias de tortugas existentes en el Orden
Testudines (Artner, 2008) y, a pesar de que no representan a la totalidad de familias,
los datos utilizados en este estudio son representativos a nivel tanto de superfamilia
como de suborden (Tabla 1). La omisién de algunas especies fue debida a que, en el
momento en que se realizd la recopilacion de informacién para la reconstruccion
filogenética y la implementacion de los métodos filogenéticos comparativos, éstas no

contaban con alguno de los datos requeridos para este estudio.
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Tabla 1. Detalle de familias existentes de tortugas. Al menos una especie de cada familia esta
representada en este estudio, excepto en el caso de las marcadas (*).
Orden Testudines

Suborden Pleurodira

Familia
Pelomedusidae
Chelidae*
Podocnemidae
Suborden Cryptodira
Superfamilia Familia

Testudinoidea
Chelydridae
Platysternidae*
Geoemydidae
Emydidae
Testudinidae
Chelonoidea
Cheloniidae
Trionychoidea
Dermochelyidae
Dermatemydidae*
Carettochelyidae
Trionychidae

Kinosternidae
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Tabla 2. Relacién de las especies incluidas en este trabajo y datos moleculares y ecoldgicos utilizados en
este trabajo. Se muestran: los genes utilizados (*=cytb, O=RAG-1, M=R35, «*=BDNF y *=TB29), la talla
de hembra (longitud curva del caparazén, mm) y el tamafio de puesta promedio (y su error estandar),
habitat (A=dulceacuicola, M=marino, T=terrestre), distribucion (tc=templada calida, tf=templada fria,
y=tropical y s{p=subtropical) y dieta (O=omnivora, C=carnivora y H=herbivora). Para cada especie asigné
una clave con la que seran identificadas en tablas y figuras.

Especie Clave Genes Puesta Tamaiio Habitat Distribucion Dieta
Actinemys marmorata acm *OM< % 5.7(1.2) 151.6 (32.49) A T o
Apalone mutica arm *O 18 229 A T C
Apalone ferox AF O ® > 206 (5.8) 401 (39) A T c
Batagur baska gg *°O 113 488 A i 0
Callagur borneoensis cB ° o 12 460 A i H
Caretta caretta cc *OM< 112.16 (15.93)  863.4 (68.34) M b 0
Carettochelys insculpta cl QO % 10.35(0.797)  427.4 (15.97)** A s 6}
Chelonia mydas cv *ONG K 115.41(9.59)  1024.9 (58.79) M sP 0
Chelydra serpentina cs *ONGxk 31.20(3.06)  269.6 (11.60) A T o)
Chrysemys picta ce *ONSk 7.28 (3.10) 141.77 (21.08) A s 0
Clemmys guttata cc °*ON % 4.25 (1.48) 96.25 (10.11) A T o}
Clemmys insculpta cu *Om % 8.5 (2.89) 154 (42.25) T tf 0
Dermochelys coriacea oc *ONl 74.18(19.37) 1461 (161.3) M b c
Emydoidea blandingii e *OR % 12.1(6.5) 201.5 (89.9) A tf o
Emys orbicularis g0 °O * 5.4 (0.325) 134.53 (31.5) A tf c
Eretmochelys imbricata ¢ o w» 143.47 (27.36)  878.66 (49.17) A P 0
Geochelone carbonaria e ° o 8.5 289 T s 0
Geochelone denticulata Gb °® (o) 105 361 T i o
Graptemys geographica o5 «QN % 11 (1.61) 203.8 (3.17) A T c
Graptemys ouachitensis co °*Om % 10.5 145.4 ** A T 6}
Lepidochelys kempii ik °*OM« 110 646 M T fo
Lepidochelys olivacea o *ON<% 108.15(10.11)  692.5(30.41) M P c
Macrochelys temminckii o Q% 32 385 A T o
Malaclemys terrapin MT ® on * 9.44 (2.39) 198 (16)** A Tc C
Mauremys caspica vce eOH 5 155 A o C
Mauremys leprosa vt O 8.5 139 A T 0
Mauremys mutica v *ON % 15 147.5 A T o
Natator depressus np *OME 52.8(0.81) 907 (81) M s C
Podocnemis expansa PE Ol % 96.79 (11.40) 890* A i H
Podocnemis unifilis PU ° o 13.98 (4.12) 465* A i H
Sternotherus odoratus so *ON«x 12.17(7.36)  90.7(10.88) A T o
Terrapene carolina 1ca *OER % 3.68 (0.45) 119.2 (0.8) T T o
Terrapene coahuila 1o *Om % 45 101 A T o
Terrapene ornata 7o *ON % 3.67 (1.45) 1185 (5.8) T T c
Testudo graeca 16 *°0O % 6 194.6 T T H
Trachemys scripta s *ON * 12.77(2.32)  206.65 (12.78) A s 0

Datos tomados de las referencias citadas en el Apéndice 1 o *tomados del sitio Turtles of the World
(http://wbd.etibioinformatics.nl/bis/turtles.php?menuentry=inleiding), o ** de Gosnell et al. (2009).
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RECONSTRUCCION FILOGENETICA

La hipdtesis filogenética constituye la base para la realizacién de los analisis
filogenéticos comparativos. Por lo tanto, se reconstruyd la filogenia de las 36 especies

incluidas con base en dos métodos distintos:

a) Parsimonia
Se obtuvieron las secuencias de los genes antes mencionados (Apéndice 2) en

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore), mismas que se alinearon con la

ayuda del programa SeaView version 4.2.12, utilizando el algoritmo Clustalw2 y los
pardmetros estandar de dicho programa. Luego se editaron las secuencias de cada uno
de los genes para poder eliminar los fragmentos no informativos y se codificaron como
matrices numéricas. Estas secuencias se concatenaron en una misma matriz para el
analisis final, utilizando el programa WinClada (Nixon, 1999-2002). La dimensién de la
matriz final fue de 36 especies por 7481 nucléotidos. Los datos faltantes (genes
ausentes) se manejaron como caracteres no informativos. Finalmente se realizé un
analisis de parsimonia con ayuda del programa TNT version 1.1, para el cual se
utilizaron estrategias de busqueda tradicionales y las de nueva tecnologia (ratchet),

aumentando la cantidad de arboles guardados en cada busqueda de 10 a 100.

b) Inferencia Bayesiana

Se utilizaron las mismas secuencias de GenBank, alineadas con el programa Mesquite
version 2.74 y eliminando los fragmentos no informativos. Para obtener una matriz
final que incluyera los cinco genes, las secuencias fueron concatenadas utilizando el
programa WinClada (Nixon, 1999-2002). La dimension de la matriz final fue de 36

especies por 6250 caracteres.

Por otro lado, para cada uno de los genes (o su particién en el caso del gen
mitocondrial cytb) se buscaron los modelos evolutivos que mejor ajustaran segun el

criterio Bayesiano de informacion (BIC por sus siglas en inglés; Tabla 3), con la ayuda
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del programa jMODELTEST version 0.1.1 (Posada, 2008). El modelo con el menor valor

de BIC se considera como el mas verosimil.

Tabla 3. Modelos de sustitucion mas parsimoniosos y verosimiles (segun el criterio de BIC) para
cada uno de los cuatro genes nucleares, el gen mitocondrial cytb y sus particiones por posicion
de acuerdo con el programa jMODELTEST.

Gen o Particion BIC
BDNF K80

R35 HKY+G
RAG-1 TRN

TB29 HKY+G

cytb HKY+G

cytb (posicion 1) TIM3+G
cytb (posicion 2) TIM3+G
cytb (posicion 3)  G{R+G

Las reconstrucciones filogenéticas se realizaron con el programa MrBayes v 3b4
(Huelsenbeck y Ronquist, 2001) por medio del bioportal (bioportal.uio.no), con una
simulacion para 10 millones de generaciones y especificando los modelos que fueron
seleccionados para cada gen (Tabla 3). Se hizo un analisis combinado utilizando un
modelo de particidon especifica para reducir el error y aumentar la verosimilitud del
analisis (Brandley et al., 2005). Se utilizaron 7 estrategias de particién (Tabla 4) con
base en la identidad de los genes o las restricciones evolutivas de sus posiciones
bioquimicas (en el cato del gen de cytb). Dado que un mayor nimero de particiones
incrementa la verosimilitud el andlisis pero también puede aumentar el error de la
prueba es necesario buscar la estrategia de particién 6ptima. Esta busqueda se hizo
utilizando el método detallado por Brandley y colaboradores (2005). Este método se
basa en la comparacién entre pares de estrategias utilizando el factor de bayes, que
mid el éxito relativo entre dos hipdtesis al predecir los datos (Kass y Raftery, 1995). El
factor de Bayes es calculado utilizando la media harmdnica de cada una de las
hipotesis, medida que se obtuvo con el comando sump en MrBayes 3b4 (Brandley et
al., 2005) y corresponde con la proporcion entre las medias harménicas de los dos
analisis a comparar donde la Hp es la de mayor cantidad de pardmetros y la H; es la de
menor cantidad de pardmetros (ver Tabla 5). Una vez obtenido este cociente, se

calcula el doble del logaritmo natural de dicho factor y se interpreta de la siguiente
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forma: un valor negativo apoya la Hp, un valor entre 0 y 2 da un apoyo bajo a la Hy,
mientars que valore mayores a 2 dan evidencia positiva y respespectivamente mas

fuerte a favor de la Hy (Kass y Rafter, 1995).

Tabla 4. Estrategias de particidn utilizadas en este estudio, disefiadas de acuerdo con los modelos que
mejor se ajustaron a los datos moleculares (ver Tabla 1).

ESTRATEGIA DE PARTICION  IDENTIDAD DE LA PARTICION

Una para mitocondrial
P2 Una para los nucleares
Una para la primera y segunda posicién mitocondrial
P; Una para la tercera posicion mitocondrial
Una para los nucleares
Una para la primera posicién mitocondrial
Una para la segunda posicion mitocondrial

P4 Una para la tercera posicion mitocondrial
Una para los nucleares
Una para la primera y segunda posicion mitocondrial
p Una para la tercera posicion mitocondrial
5

Una para los genes R35 y TB29

Una para cada uno de los otros genes nucleares (2)

Una para la primera y segunda posiciones mitocondriales
Pe Una para la tercera posicion mitocondrial

Una para cada uno de los genes nucleares (4)

Una para la primera posicién del gen mitocondrial

Una para la segunda posicion

Una para la tercera posicion

Una para cada uno de los genes nucleares (4)

Pz

Nota: Dado que no hubo convergencia entre ambas corridas de la reconstruccién P, la comparacién se
hizo separandolas para saber si alguna de estas (7A y 7B), presentaban un mejor ajuste.

Con base en los resultados de las reconstrucciones filogenéticas, se selecciond
la inferencia bayesiana como hipdtesis filogenética para la implementacion de los
métodos comparativos debido a que la edicidon de las secuencias se hizo con mucho
mayor detalle y la exploraciéon de modelos fue exhaustiva. Ademas presenta un buen

grado de soporte en la mayoria de las ramas.
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METODOS FILOGENETICOS COMPARATIVOS

El objetivo principal de este trabajo es estimar la inercia filogenética sobre el tamafio
de puesta de las tortugas. Sin embargo, como éste ha demostrado tener una fuerte
correlacién con el tamano de las hembras (Gosnell et al., 2009), se utilizaron los datos
tanto de tamafio de puesta como de talla de la hembra (longitud curva de caparazdn)
en la implementacién de todos los métodos comparativos.

Para la ejecucién de algunos de estos métodos (excepto el de sefial filogenética
y el de ordenacidn candnica filogenética) fue necesario modificar la estructura del
arbol de la siguiente forma: (i) Las politomias encontradas se resolvieron separando las
ramas por una distancia minima. (ii) Se aleatorizaron las longitudes de rama mediante
el método propuesto por Housworth y Martins (2001). Esto se logré generando mil
arboles con la misma topologia que la original pero con distintas longitudes de rama
en el programa COMPARE 4.6b (http://www.indiana.edu/~martinsl/compare/). Con
este procedimiento se pudieron generar intervalos de confianza de cada uno de los

pardmetros de los métodos.

Método de autocorrelacion filogenética de Cheverud, Dow y Leutenegger (1985)

Propuesto para evaluar la inercia filogenética, este método permite cuantificar la
proporcién de la variacion en las caracteristicas fenotipicas que es explicada por las
relaciones filogenéticas (inercia filogenética) y aquella proporcién que puede ser

atribuida a evolucién independiente. El modelo esta representado por la ecuacion:

y=pWy+e
donde y es un vector de los valores observados en los atributos fenotipicos, p es el
coeficiente de autocorrelacion filogenética, W es una matriz de similitudes
filogenéticas (estimada directamente a partir de la hipdtesis filogenética, cuantificando
la distancia entre especies) y e es un vector de residuales. En este modelo, pWy

Ill

representa el “componente filogenético” (proporcion del atributo que corresponde a

la historia evolutiva del grupo) y e corresponde al “componente especifico”
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(proporcion que puede ser considerada como resultado de la evolucién independiente
del arrastre filogenético). El coeficiente de autocorrelacion filogenética (p) estima el
grado de inercia filogenética en los atributos y puede tomar valores entre -1 y +1. Un
valor igual a +1 indica constancia filogenética o, en otras palabras, que las especies
cercanas son muy similares entre si. Un valor igual a 0 implica que no hay efecto
filogenético en el atributo en cuestién. Un valor de —1 indica que las especies mas
cercanas presentan las mayores diferencias en el atributo.

Este método fue implementado en el programa COMPARE 4.6b, con el mddulo
de Spatial Autocorrelation, para cada una de los mil arboles filogenéticos generados
con distintas longitudes de rama. A partir de estos datos se calculé un promedio que
fue considerado como estimador puntal de p. El error estandar se calculé como la
desviacion estandar de los mil valores del parametro. El intervalo de confianza (95%)
se construyé utilizando la distribucién obtenida de los 1000 valores de p. El valor
ordenado numero 25 se considerd el limite inferior del intervalo y el valor ordenado

nuimero 975 se considero el limite superior.

Método de minimos cuadrados generalizados filogenéticos de Martins y Hansen

(1997).

Este es uno de los métodos mas poderosos que han sido desarrollados para evaluar
distintos aspectos evolutivos considerando las relaciones filogenéticas entre las
especies. Se puede utilizar para conocer la relacidén que existe entre varios caracteres o
entre caracteres y ambientes, para establecer la tasa de evolucién fenotipica, para
evaluar el grado de efecto filogenético y para encontrar el estado ancestral de un
caracter. Se basa en los modelos lineales generalizados que tienen la forma:

Y=u+e¢
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donde Y representa un atributo fenotipico de interés (variable respuesta), i es el valor
esperado de la variable respuesta dado el efecto de variables explicativas (que a su vez
puede descomponerse en elementos de una regresién multiple de la forma
U=Bo+B1X1+B2X>+... BuX,, donde cada X es una variable que explica la variaciénen Y) y €
es el término del error.

La flexibilidad que brinda este método esta en que practicamente cualquier
variable puede ser incorporada en los términos de regresion de la ecuacion (en las
variables X). Ademads, se puede descomponer el término del error en los factores que
lo determinan, que son: la varianza debida al error de medicion (Ey), la varianza
debida a las relaciones filogenéticas entre las especies (Es) y la varianza debida a las
imprecisiones de la reconstruccion filogenética (Ep). Esta descomposicién se logra
mediante el uso de minimos cuadrados generalizados.

Para conocer la varianza debida a las relaciones filogenéticas entre las especies
(que es el interés central de esta investigacidon), utilicé la derivacién del método

propuesto por Martins y Hansen (1997), que tiene la forma:

Va/[s‘,l/“ = yexp[—at_lj:

donde, el parametro a evalua la fuerza de restricciéon al cambio (i.e., estima inercia
filogenética), el parametro y podria interpretarse como la varianza interespecifica que
se alcanza cuando las fuerzas restrictivas y perturbadoras se hallan en equilibrio y t es
la distancia a lo largo de la filogenia entre los taxones i y j. Cuando a tiene valores
relativamente bajos, se trata de un atributo cuya evolucién es restringida, lo que
implica que el valor de los atributos es muy parecido entre especies cercanas. Cuando
o tiene valores relativamente altos, refleja evolucion independiente, que significa que
hay una alta variabilidad en los atributos entre especies cercanamente emparentadas.

Este método se implementd en Compare 4.6b, utilizando el médulo PGLS-ancestor,
con la opcién de modelo exponencial, para cada uno de los mil arboles generados con
distintas longitudes de rama. El error estandar se calculé como la desviacion estandar
de los mil valores del pardmetro. El intervalo de confianza (95%) se construyd

utilizando la distribucion obtenida de los 1000 valores de a. El valor ordenado nimero
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25 se considerd el limite inferior del intervalo y el valor ordenado nimero 975 se

considerd el limite superior.

Método de seiial filogenética de Blomberg, Garland e Ives (2002 y 2003)

Este método evalua la senal filogenética, definida como la tendencia de las especies
cercanamente emparentadas a parecerse mas entre ellas en comparaciéon con
cualquier otra especie de la filogenia (Blomberg y Garland, 2002; Blomberg et al.,
2003). Este método consta de dos andlisis. El primero de ellos es la prueba de
aleatorizacion y el segundo es el calculo del indice K.

La prueba de aleatorizacidn comienza con el céalculo de contrastes
independientes de la filogenia (Felsenstein, 1985), considerando la topologia y la
distribucién de los valores originales. En los contrastes independientes de la filogenia
se comparan los valores del atributo de las especies que comparten un mismo
ancestro calculando un promedio ponderado por la distancia filogenética que las
separa. De este modo, se obtiene un valor para el ancestro hipotético. De esta forma
se van estableciendo contrastes a lo largo de toda la filogenia y se obtiene un valor
final de varianza correspondiente a la distribucion de valores observados (Fig. 2a).
Evidentemente, cuando especies cercanamente relacionadas exhiben valores
fenotipicos parecidos (i.e., efecto filogenético), la variabilidad en los contrastes
independientes serd relativamente baja.

El segundo paso en esta prueba de aleatorizacion es la permutacion aleatoria
de los valores del atributo de interés entre las puntas de las ramas, manteniendo
siempre la misma topologia. De tal manera que a cada especie se le asigna un nuevo
valor del atributo por azar. Estos nuevos valores origina una nueva distribuciéon
filogenética de los atributos para la cual se calculan contrastes independientes de la
filogenia y una varianza asociada. Dado que los valores estan aleatorizados, especies
cercanas tendran valores del cardcter considerablemente distintos originando que la
varianza de los contrastes independientes de la filogenia sea relativamente alta. Estos
escenarios aleatorios se observaria si no existiera sefial filogenética (las especies

cercanas no se parecen). Este procedimiento se repite 999 veces. Al final se tienen los
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valores de varianza aleatorios y el valor de varianza observado a partir de los datos
originales. Al compararlos, si al menos el 95% de las varianzas aleatorias son mayores a
la original, se dice que existe sefial filogenética significativa en el atributo evaluado
(Fig. 2b). La prueba de aleatorizacién permite obtener un valor de P, que corresponde
a la proporcién de varianzas aleatorias que resultan iguales o menores que la
observada. En otras palabras, corresponde a la probabilidad de obtener una varianza
por azar igual a la observada con los datos originales bajo el escenario de nula senal

filogenética.

O e -

ao-—=-nN
@~ -Ww
=]

a b c

Frecuencia relativa

B | |

Varlanza de los ind di de la filogenia

p

Figura 2. Esquema de aleatorizaciones para el método de sefial filogenética de Blomberg. En (A) se
muestran al lado de las ramas las longitudes consideradas para el calculo de los contrates
independientes de filogenia (CIF), y en la parte superior con letras, las especies, con nimero los valores
de atributos originales y, arriba de las flechas, el valor de los atributos luego de la permutacién (Tomado
de Blomberg y Garland, 2002). En (B) se muestra la disftibuicién de frecuencias de las varianzas luego de
las permutaciones. Cuando el valor de varianza original se encuentra en s, se dice que hay sefal
filofenética (es un valor bajo y menor que el 95% de los obtenidos en las 1000 aleatorizaciones). Cuando
el valor se encuentra en otro punto, como ns, se dice que no hay sefal filogenética.

Los contrastes independientes de la filogenia fueron implementados en el
programa COMPARE 4.6b, utilizando el moddulo de Independent Contrasts.
Simultaneamente, se generaron mil permutaciones para los atributos de talla y
tamafio de puesta en el programa Excel, para cada una de las cuales se calculé el valor
de varianza asociada a los contrastes independientes de filogenia. De esta forma, se
obtuvo una distribucién de varianzas, que permitiera la comparacion entre aquellas
generadas por permutacion y la original. El valor de P asociado a esta prueba se
obtuvo directamente como la proporcién de valores de varianza iguales o menores al

observado en la filogenia original.
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Por otra parte, el indice K es un estadistico descriptivo que indica la fuerza de la
sefal filogenética. Este indice permite comparar la varianza que se observaria en un
escenario de evolucion por movimiento browniano (i.e., este tipo de evolucién
generaria una distribucion de caracteres donde las especies mds cercanamente
emparentadas tuvieran valores muy similares entre si, mientras que las especies mas
lejanas tendian valores de caracter diferentes y proporcionales a la longitud de las
ramas) con aquella observada dada la distribucién de los datos en la filogenia. La

féormula para calcular K es:

CME,
CME

K=
donde, CME, representa a la varianza de los datos observados en las puntas de las
ramas de la filogenia y CME es la varianza en los datos que no puede explicarse por la
estructura filogenética. Si la varianza en los datos que no se ajusta a la filogenia (CME)
es muy alta, el indice K se vuelve pequefio y, por lo tanto, indica baja sefial
filogenética. Por el contrario, si los datos observados se ajustan bien a la estructura del
arbol (especies cercanas se parecen entre si), entonces la varianza no explicada por la
filogenia (CME) sera baja y el indice K tendra valores relativamente altos, indicando
alta sefial filogenética. En un escenario en el que las especies no mostraran sefial
filogenética en absoluto, CME seria notablemente grande (la varianza no explicada por
la filogenia seria muy alta), acercando el valor de K a cero. Se utilizd el programa
PICANTE, implementado en R, para calcular el indice K de Blomberg y la probabilidad

de que igual a cero.

EXPLORACION DE LOS METODOS CON SIMULACIONES

Debido a que algunos de los métodos no incluian la descripcién clara de un intervalo
de valores o no mostraron una tendencia clara (e.g., el pardmetro o del método de
minimos cuadrados generalizados filogenéticos), realicé una serie de simulaciones para
probar el intervalo de valores que tendria cada uno de los pardmetros evaluados en

tres distintos escenarios. En el primer escenario, para simular evolucion independiente
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de la filogenia, asigné de forma aleatoria los valores de los atributos en cada una de las
ramas de la filogenia (Fig. 3). Este escenario simula una falta total de efecto
filogenético y, por lo tanto, se espera el valor mas bajo de los parametros evaluados p
y K, y el mds alto para a. El segundo de estos escenarios simula evolucién por
movimiento browniano (i.e., la diferencia en el valor de un atributo sélo depende del
tiempo o distancia filogenética entre las especies), por lo que esperaria observar un
efecto filogenético fuerte. Para ello, los valores de los atributos estan acomodados de
forma tal que las especies hermanas poseen los valores mas cercanos (Fig. 4) y por lo
tanto se esperan resultados relativamente altos para los parametros p y Ky un valor
relativamente bajo para o. Por Uultimo, el tercer escenario es el de evolucion
totalmente restringida, en la que el efecto filogenético es absoluto, por lo que todas
las especies poseen el mismo valor de atributos (Fig. 5). En este ultimo escenario se
esperan observar los valores mas altos posibles en los parametros p y Ky el menor
posible en a. Para todas las simulaciones se utilizé la filogenia original y los analisis

fueron realizados en los mismos programas en que se realizaron los analisis originales.
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Figura 3. Escenario de evolucidn independiente que simula la carencia de efecto filogenético. La
distribucion de los valores de los atributos sobre la filogenia es aleatoria. En la columna
derecha estan los valores de talla promedio de las hembras (longitud curva del caparazén, mm)
y en la columna izquierda se muestran los valores de tamafio de puesta (nimero de huevos).
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Figura 4. Escenario de evolucidon por movimiento browniano que simula un efecto considerable
de la filogenia. La distribucion de los valores de los atributos sobre la filogenia es ordenada
(cambios minimos entre especies hermanas). En la columna derecha estan los valores de talla
promedio de las hembras (longitud curva del caparazén, mm) y en la columna izquierda se
muestran los valores de tamafio de puesta (nimero de huevos).
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Figura 5. Escenario de evolucién restringida donde la distribucién de los datos sobre la filogenia
es indistinta, pues los valores de los atributos son iguales. En la columna derecha se muestra un
valor hipotético de talla promedio de las hembras (longitud curva del caparazén, mm) y en la
columna izquierda se muestra un valor hipotético de tamafio de puesta (nimero de huevos).
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Método de Ordenacion Candnica Filogenética de Giannini (2003).

Este método estima el efecto filogenético sobre los atributos evaluados utilizando la
topologia del arbol como variable explicativa (X) y el valor observado de los atributos
como variable dependiente (Y). La base matematica de este método es un modelo
lineal generalizado de la forma:
V=pX+¢

donde X'y Y corresponden a matrices que contienen los datos comparativos (Fig. 6). En
este caso particular, Y corresponde al vector de valores del atributo evaluado, S es un
vector o matriz de pardmetros cuantitativos (i.e., coeficientes de regresién) de la
relacion entre Xy Y, X refleja la estructura filogenética y € es el término de error.

Este andlisis se desarrolla en cinco etapas: construcciéon de matrices, estimacion
de regresiones originales, prueba de permutaciones de Montecarlo, determinacion de

clados significativos y construccion de la matriz filogenética reducida.

Clados
Variables de historia de vida ABG %

< c

Especies
Especies

~N o~
— ey

Figura 6. Estructura de matrices para el analisis de Ordenacién Candnica Filogenética (CPO, por
sus siglas en inglés). La matriz Y corresponde a los valores de atributos evaluados que en este
estudio son caracteres de historia de vida. La matriz X corersponde a la topologia filogenética.

La construccion de matrices comienza por la codificacion de una matriz de
topologia (matriz X de la figura 6) en la que se deben hacer particiones por cada grupo
filogenético (Fig. 6 y 7). Es decir, se le asigna a cada nodo de la filogenia un distintivo
(letra, numero, etc.) y para cada uno de ellos se hace un vector de variables binarias,
donde el 1 indica que la especie pertenece al grupo y el 0 significa que dicha especie
no pertenece al grupo X (Fig. 7). Por ejemplo, en la Fig. 7a el clado formado por las
especies 1y 2 se codifica en un vector (A) en el que solamente a estas dos especies se

les asigna el 1y a todas las demas, que no pertenecen a este grupo, se les asigna un 0.
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Figura 7. Ejemplo de codificacion de grupos y construccién de matriz filogenética (X) para el
método de CPO. En la filogenia los nimero 1-5 corresponden a especies en la filogenia y las
letras A-D a los nodos. En tabla se muestran los vectores binarios del A al D que corresponden a
los nodos de la filogenia y cada fila representa a una especie.

La construccién de la matriz Y (Fig. 7) se hace simplemente acomodando los
valores de los atributos en el mismo orden en que se encuentran las especies en la
matriz X. Cabe sefialar que, dado que el script utilizado en este analisis no acepta
valores mayores a 65, fue necesario convertir todas las variables a su logaritmo
natural.

La siguiente etapa es la estimacién de regresiones originales y consiste en
ajustar, para cada grupo o nodo de la filogenia (A, B... X), una regresiéon entre los
valores (Y) y su pertenencia al grupo (X; Fig. 8a). Se espera que si las especies que
componen a un grupo (por ejemplo las especies 1y 2 que componen al grupo A en la
Fig. 7) exhiben valores parecidos entre si y considerablemente mas altos o mas bajos
en comparacién con todas las otras especies que no estdn incluidas en dicho clado, la
pendiente resultante debe ser distinta de cero. En cambio, si no existe un patrén claro
en las especies que componen a un clado particular en lo que respecta a parecerse
entre si y ser diferentes al resto de las especies, se espera que la recta ajustada tenga
una pendiente aproximadamente igual a cero (Fig. 8b).

La tercera etapa consiste en examinar estadisticamente si las pendientes
ajustadas a los clados y los valores de los atributos de interés son significativamente
diferentes de cero. Para lograr este objetivo, se realizan 999 permutaciones
Montecarlo en los valores de la matriz Y (Fig. 6) para cada uno de los clados. En cada
una de estas permutaciones se redistribuyen aleatoriamente los valores de los

atributos a las especies. Para cada nueva distribucién de valores, se hace el mismo
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analisis de regresidn descrito con anterioridad para calcular una nueva pendiente. Al
final, después de tener el resultado de las mil regresiones (i.e., la original mas 999
aleatorias), se determina si la pendiente ajustada a los datos originales de cada grupo
es significativa a través de la comparacién con la distribucién de pendientes aleatorias.
Cuando al menos 950 de estas pendientes aleatorias (el 95%) tienen un valor diferente
al de la pendiente obtenida con los datos originales, es posible concluir que la
pendiente original calculada es significativamente diferente de cero (enfatizo que
cuando los datos se distribuyen al azar entre las especies, las pendientes obtenidas
estardn siempre alrededor del cero). Una pendiente significativa indica que en ese
clado hay efecto filogenético. En esta prueba se ajusta el valor de significancia con la
férmula (0.05/Vn) para corregir el error debido a prueba multiples. Estas dos etapas
del andlisis, la estimacion de regresiones originales y las permutaciones Montecarlo, se

realizaron con un solo script en R (Apéndice 3).

A B

Valores permutados
Valores reales P

® B0

Valor del atributo
Valor del atributo

0 Grupo X 1 0 Grupo X 1

Figura 8. Estimaciones de regresion. El eje de las x’s corresponde a la pertenecia a un grupo. En
(A) se muestra una situacidn hipotética de regresién original en el que la pendiente es diferente
de cero (como ocurriria cuando los caracteres difieren significativamente dentro de un grupo).
En (B) se muestra una situacién de regresion en la que la pendiente es igual a cero y por lo
tanto no hay efecto dela pertenencia al grupo sobre los valores de atributos (como
corresponderia en las permutaciones).

Una vez que se explord la significancia estadistica de las pendientes asociadas a
todos los grupos (clados), se puede pasar a la etapa de la determinacién de clados
significativos. Esto se hace simplemente comparando cuéles de los nodos (A, B... X),
muestran un valor de P menor o igual al valor ajustado de significancia, que en este

caso fue de 0.008. Los clados significativos son los que presentan una distribucion de
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valores del atributo distinta a la del resto de las especies (i.e., dicho clado tiene un
efecto filogenético en su distribucion de valores, ya que sus atributos se parecen mas
entre ellas que al del resto de las especies).

La quinta y ultima etapa de este andlisis consiste en la construccion de la matriz
filogenética reducida que incluye al nimero minimo de clados que concentran la
mayor variacién del atributo. A esta matriz puede atribuirsele con certeza un efecto
filogenético. Esta reduccién de grupos debe llevarse a cabo debido a que algunos de
los clados que resultaron significativos segun la etapa anterior del andlisis son
redundantes en lo que respecta a su composicion de especies (i.e., algunos clados
resultan significativos por estar contenidos en un grupo significativo mas incluyente).
Esta redundancia produce un efecto de colinealidad (i.e., dos clados son practicamente
iguales salvo por una o dos especies) que puede eliminarse al hacer un analisis de
regresion por adicion de factores (stepwise regression; Zar, 2009). En este analisis se
incorporan sélo los clados individualmente significativos como factores independientes
en la regresion. El resultado es un valor de P asociado a cada factor de regresion.
Aguellos que resultan significativos de este analisis constituyen la matriz reducida, que
es un modelo que explica la mayor cantidad de varianza y que incluye sélo al subgrupo
de X’s que son significativas y no redundantes en cuanto a las especies que las
componen. Por ejemplo, si en la cuarta etapa del andlisis resultara significativo el
grupo 3 de la Figura 7a, seguramente también resultarian significativos el 2 y el 1, ya
gue estan anidados en el primero. Al hacer el andlisis de regresion por adicién de
factores se incorporarian en un modelo lineal los tres clados como variables
explicativas, de forma tal que, sdlo aquellos que realmente expliquen una proporcién
considerable de la variacion en el atributo seran el o los que resulten significativos y
conformardan la matriz filogenética reducida. Este analisis se realizé en el programa R
con el script descrito en el Apéndice 3, al cual se le cambiaron los términos de
regresion dependiendo de los grupos significativos resultantes de la fase anterior del

analisis para cada uno de los atributos evaluados.
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RELACION ENTRE LOS FACTORES AMBIENTALES Y LA VARIACION NO EXPLICADA POR LA FILOGENIA

Algunos de los métodos filogenéticos comparativos permiten hacer evaluaciones
posteriores sobre la proporcion de varianza no explicada por su historia evolutiva.
Estas evaluaciones usualmente se enfocan en conocer si algin factor ambiental puede
explicar la variaciéon que no se relaciona con la filogenia. En otras palabras, se busca
saber si ha habido evolucién adaptativa en respuesta a presiones de seleccién locales
en un tiempo evolutivo relativamente reciente. Para evaluar este efecto se realizaron

los siguiente analisis:

I. Correlacién entre residuos vy latitud.

Como subproducto del método de autocorrelacién filogenética, se obtiene la
proporcién del atributo que no es explicada por la filogenia (vector e del modelo de
autocorrelacion filogenética; Cheverud et al., 1985). Estos valores independientes de la
filogenia se conocen como residuos o componentes independientes y se pueden
correlacionar con algunos factores ambientales para explorar si existe alguna relacién
presumiblemente adaptativa. En este caso se calcularon correlaciones de Pearson en
el programa Statistica 8.0 tanto para talla de las hembras como tamafio de puesta,
entre los residuos de la autocorrelacion y la latitud promedio a la que habitan las
especies  estudiadas (obtenida del portal Turtles of the World,

(http://nlbif.eti.uva.nl/bis/turtles.php); Apéndice 4).

Il. Método de Hansen con ambiente, dieta y latitud.

Este método fue desarrollado por Hansen (1997) para evaluar la importancia relativa
de un factor ambiental en la evolucion de un caracter. Este método estadistico estima
el efecto de un factor selectivo sobre la posicién de un éptimo adaptativo. Para esto
considera que, dado el criterio de optimizacidn, un estado de caracter se mantiene en
su valor éptimo local por medio de seleccion estabilizadora y éste cambia a otro valor

6ptimo luego de una demanda funcional especifica. En este escenario, se prueba si los
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factores selectivos evaluados representaron esa demanda especifica que derivd en un
cambio en el estado de caracter.

El primer paso en este método es identificar a lo largo de la filogenia los cambios
de un ambiente a otro. El primer paso es identificar en qué nodo, o nodos, de la
filogenia hubo una transicién entre un ambiente (o factor) ancestral (6,) hacia un
ambiente o factor derivado, que representd una nueva demanda funcional (e.g., el
cambio de un ancestro dulceacuicola a un descendiente marino). A partir de este mapa
de cambios en la filogenia este método permite calcular, con base en minimos
cuadrados generalizados: un valor de la diferencia entre los fenotipos dptimos en el
ambiente ancestral y el derivado (8, ), el valor 6ptimo estimado del fenotipo ancestral
(8,) y un valor de R% Cuando el valor de la diferencia entre los fenotipos éptimos (6,)
es significativamente diferente de cero, se puede asumir que hubo un cambio
fenotipico asociado a un cambio histérico en el ambiente que produjo una nueva
demanda funcional. Ademas, el valor de R? describe el ajuste del modelo en general y
da una medida de la variacién en el atributo que puede ser atribuida al cambio en el
ambiente o factor evaluado.

Este método fue implementado en el programa COMPARE 4.6b utilizando el
modulo de Hansen Adaptation Model y mapeando dentro del arbol aquellos clados
donde se observa un cambio de factor ambiental (del caracter ancestral al caracter

derivado; Figuras 9, 10y 11). Los factores evaluados con este método fueron:

¢ Habitat (dulceacuicola, marino y terrestre)
* Dieta (omnivora, carnivora y herbivora)

* Distribucion latitudinal (tropical, subtropical, templada caida y templada

fria)

Las opciones dulceacuicola, omnivora y subtropical fueron consideradas como
el estado de cardacter ancestral, por encontrarse presente en la especie mas basal del
arbol (Li et al., 2008). Los factores evaluados para cada especie fueron determinados a
partir de la informacion disponible en el portal “Turtles of the World”. El tipo de dieta
para cada especie va de acuerdo con los registros que se tienen de la alimentacion de

adultos en su habitat natural. Se clasificaron como carnivoras aquellas especies con
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registros de ingesta total o predominante de presas vivas (datos de ingesta esporadica
o accidental de material vegetal). Se clasificaron como omnivoras aquellas con
registros de ingesta tanto de material animal como vegetal, aunque este ultimo se
ingiera en menor proporcidn pero constituye parte importante de la dieta. Por ultimo,
las especies clasificadas como herbivoras fueron todas aquellas con registros de
ingesta total o predominantemente herbivora (datos de ingesta esporddica o

accidental de material animal).
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Figura 9. Mapeo del cambio de habitat sobre la reconstruccién filogenética. En azul se muestran

las especies marinas, en anaranjado, las especies terrestres y en negro, las especies con el habitat
ancestral, dulceacuicola.
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Carettochelys insculpta
Apalone mutica
Apalone ferox
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Podocnemis unifilis
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Chelydra serpentina
Macroclemys temminckii
Dermochelys coriacea
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Figura 10. Mapeo del cambio de dieta sobre la reconstruccion filogenética. En rojo se muestran
las especies con dieta carnivora, en verde las especies con dieta herbivora y en negro, las

especies con dieta ancestral, omnivora.
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Figura 11. Mapeo del cambio de distribucion sobre la reconstruccién filogenética. En morado,
las especies con didstribucidn templada calida en azul las especies con distribuciéon templada
fria, en negro las especies con distribucidn tropical y en rosa, las especies con la distribucidn

ancestral, subtropical.
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RESULTADOS

Las 36 especies incluidas en este estudio representan al clado de las tortugas a nivel de
subordenes y subfamilias (Tabla 1). Este nivel de representatividad permitié hacer un
estudio de patrones macroevolutivos, cuyos resultados pueden dividirse en cuatro
fases consecutivas: la de reconstruccién de la filogenia, la implementacién de métodos
filogenéticos comparativos, las simulaciones con algunos de éstos métodos para una
exploraciéon mas profunda de los mismos y, por ultimo, la busqueda de asociaciones

entre factores ambientales y la variacion no explicada por la filogenia.

RECONSTRUCCION FILOGENETICA

Actualmente, dos de los métodos de reconstruccion filogenética mas utilizados son el
de parsimonia y el de inferencia bayesiana. Por su naturaleza, resultan contrastantes,
por lo que explorar ambas hipdtesis de reconstruccidon parecia indispensable. Como
era de esperarse, las reconstrucciones obtenidas por ambos métodos fueron distintas.
En términos generales la reconstruccidon por parsimonia tuvo resolucién muy baja en
algunas de las ramas, lo que produjo siete arboles igualmente parsimoniosos. Este
problema también afecté la reconstruccion por inferencia bayesiana, pues algunas
ramas tuvieron un grado de soporte bajo pero, en términos generales, esta Ultima
resultd una reconstruccion con mejor grado de soporte y los clados resultantes estan

resueltos en la mayoria de los casos.

a) Parsimonia

Cuando existe un bajo grado de soporte en las ramas de una reconstruccion, el
método de parsimonia selecciona como equivalentes a todas aquellas hipdtesis que
presenten el mayor grado de parsimonia (menor longitud; Morrone, 2003), debido
principalmente a la homoplasia. En este caso, dado que en la parte basal del arbol el
grado de soporte fue bajo, resultaron siete arboles igualmente parsimoniosos, cuya
longitud fue de 3976 pasos y sus indices de consistencia (Cl) y retencién (RI) fueron 54

y 73 respectivamente. Estos valores miden el ajuste de los caracteres a la topologia del
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arbol, pero tienen sentido sélo al comparar hipdtesis de topologia en una misma

reconstruccién, por lo que no resultan utiles en este caso. El arbol consenso (Figura 12)

presenta varias politomias, resultado de las diferencias entre en las topologias e los

distintos arboles, lo cual produce un bajo soporte que hubo en esas ramas.

iss

&&

83

Ca rettochelys insculpta

Podocnemis expansa
Podocnemis unifilis

__:‘ Batagur baska

— Callagur borneoensis
{ Mauremys caspica

= Mauremys leprosa

{ Geochelone carbonaria
Geochelone denticulata

Dermochelys coriacea
Sternotherus odoratus
Mauremys mutica
Testudo graeca
Eretmochelys imbricata
Natator depressus

1ce Chelonia mydas
Caretta caretta

{ Apalone mutica
—— Apalone ferox

{ Lepidochelys kempii
Lepidochelys olivacea

{ Chelydra serpentina
Macrochelys temminckii

Chrysemys picta
Graptemys ouachitensis
- Graptemys geographica

{ Malaclemys terrapin
£3 Trachemys scripta

Clemmys guttata
Clemmys insculpta
i Terrapane ornata

_11: Terrapene carolina
Terrapene coahuila
o Emydmdaa blandingii

{ Actinemys marmorata
Emys orbicularis

Figura 12. Arbol consenso de los 7 arboles mds parsimoniosos, segin el método de reconstrucciéon
filogenética de Parsimonia. Estos drboles tuvieron una dimensién de 3976 y un indide de consistencia,
Cl=54 y de retencidn, RI=73. Por encima de las ramas se detalla la distancia en nimero de pasos.
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b) Inferencia Bayesiana

Gracias la naturaleza de este método, fue posible explorar varias posibilidades de
reconstruccién utilizando distintos modelos evolutivos y variando las estrategias de
particion. La mejor de éstas resultd la P3 (Tabla 4 y 5), que incorporé un modelo
evolutivo para la primera y segunda posicion del gen mitocondrial, un modelo para la
tercera posicién del gen mitocondrial y un modelo mas para todos los genes nucleares
(rag-1, r35, tb29 y bndf).

A pesar de que algunas de las ramas de la filogenia obtenida por este método
muestran un nivel bajo de soporte, en términos generales esta reconstruccién muestra
mejores grados de soporte y sélo tiene dos politomias. Por estas razones fue la
hipotesis filogenética seleccionada para la implementacion de los métodos

filogenéticos comparativos (Fig. 13).

B Coos oy G dbamb0033
Rk RRBBSE823u8%9L38RB=S=32s8 dlo o SMBLLL
FRELEULE DDL IR RELEE LB L
[0 08 Q0 fﬁo [0 |99 E% Q0
0 72 00 00
00
00 00
» Emydidae
00 Emydidae-Deirochelynae
Bataguridae-Geomydinae
20 Bataguridae
0.6 + Testudinidae
Chelonidae/Dermochelidae
Chelydridae

+ Kinosternidae

* Trionichidae
Podcnemidae
Charettochelydae

Figura 13. Arbol consenso de Inferencia Bayesiana, hecha con 10 millones de generaciones y 3
particiones, considerando los genes cytb, RAG-1, R35, BDNF y TB29. En los nodos se encuentra el valor
de soporte. Las familias y subfamilias se detallan en los cuadros de color.
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Tabla 5. Resultados de la comparacién entre el factor de Bayes para todas las estrategias de particion.
En cada fila se contrastan dos particiones mediante el doble del cociente de sus medias harmodnicas. Un
valor positivo de este cociente se considera como evidencia a favor de la hipdtesis con mayor cantidad
de particiones (Ho). En negritas se resalta la estrategia de particién con mejor grado de verosimilitud.

Estrategias de Particion

P,
Ps
P4
Ps
Pe

P7A

P7a
1101
-6.34

919
5600

145

P7s Ps Ps P4 Py P
691 955 -4499 181 1107 -
-416 -151 -5606 -926 -

510 774 -4680 -
5190 5455 -

264 -
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Métodos filogenéticos comparativos

Los cuatro métodos utilizados para evaluar el efecto filogenético (también
denominado inercia, sefial o restriccién) fueron consistentes en sus resultados. Existe
un efecto de la filogenia sobre el tamafio de puesta y sobre la talla de las hembras
dentro el grupo de las tortugas (Fig. 14). Sélo uno de estos métodos, el de ordenacién
canonica filogenética (Giannini, 2003), permitid hacer una exploracion mas fina dentro

de la filogenia ubicando el o los clados donde el efecto filogenético es mas fuerte.
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Figura 14. Reconstruccion filogenética y valores atributos reproductivos. En la columna de la izquierda,
el tamafio de puesta (numero de huevos). En la columna de la derecha, el tamafio de las hembras
adultas (longitud curva del caparazon).
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Autocorrelacion filogenética

Los resultados obtenidos con este método muestran que tanto en la talla como en el
tamafio de puesta existe inercia filogenética, ya que ambos atributos tienen un
coeficiente de autocorrelacion positivo y significativamente diferente de cero (Tabla
6). El efecto filogenético afecta en igual medida a ambos caracteres, pues no se aprecia
una diferencia significativa entre los valores del parametro p asociado a cada uno de

los atributos (i.e., los intervalos de confianza se superponen).

Tabla 6. Valores de inercia filogenética (p+e.e.) en talla y tamafio de puesta en tortugas.

Atributo P Intervalo de confianza (95%)
Talla 0.58 +0.05 0.46 —0.66
Puesta  0.67 =0.05 0.55-.75

Minimos cuadrados generalizados filogenéticos

Los resultados obtenidos con este método también muestran que existe restriccion
filogenética sobre los atributos de talla de las hembras y tamafio de puesta en las
tortugas (Tabla 7), ya que en ambos casos a fue positivo y con valor intermedio (el
valor mas alto posible de a de acuerdo con el programa Compare fue de 15; Tabla 7).
Esta restriccion es mayor en el tamafio de puesta, pues tiene un valor de a
significativamente menor al que tiene la talla. Este resultado indica que la probabilidad
de evolucién independiente es mayor en la talla en comparacion con el tamaino de

puesta.
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Tabla 7. Valores de restriccidn filogenética (a.te.e.) en talla y tamafio de puesta en tortugas.

Atributo o Intervalo de confianza (95%)
Talla 7.30+£2.61 4.42 - 15
Puesta  5.83 +1.37 3.86-8.9

Sefal filogenética

Este método consta de dos analisis complementarios, la prueba de aleatorizaciones y
el calculo del indice K (Tabla 8). En lo que respecta a la prueba de aleatorizaciones, se
demostré que existe senal filogenética tanto en la talla de las hembras como en el
tamafio de puesta, pues la varianza observada de los contrastes independientes de la
filogenia fue significativamente menor en comparacién con las mil varianzas de los
contrastes calculados a partir de los datos aleatorizados (P=0.001; Fig. 15). Este
resultado indica que la variabilidad en los contrastes obtenidos con los datos
observados es estadisticamente menor que la variabilidad de los contrastes obtenidos

con datos aleatorizados.
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Figura 15. Distribucion de frecuencias de las varianzas obtenidas a partir de los contrastes
independientes de filogenia en la prueba de aleatorizacion de Blomberg. (A) para talla y (B)
para tamafio de puesta. Las flechas indican el intervalo de valores donde se encuentra la
varianza de los contrastes correspondiente a los valores de caracter originales (en ambos casos
resulté el valor mas bajo).

Similarmente, el valor obtenido del indice K (Tabla 8) indica que existe sefial
filogenética relativamente fuerte y practicamente equivalente en ambos atributos,
pues sus valores son muy similares. Tanto para la talla como para la puesta, K fue
significativamente diferente de cero. Es decir, dentro del grupo de las tortugas, tanto
la talla de las hembras como el tamafio de puesta tienden a presentar valores mas

parecidos entre especies en funcion del grado de parentesco que haya entre ellas.

Tabla 8. Valores de sefial filogenética dados por el indice K y la P asociada a las aleatorizaciones
de los contrastes.

Atributo K P
Talla 0.67 0.001
Puesta 0.69 0.001
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EXPLORACION DE LOS METODOS CON SIMULACIONES

Los tres métodos filogenéticos comparativos utilizados hasta este punto indicaron la
existencia de efecto filogenético sobre los atributos. Sin embargo, la comparacién
entre ellos y la interpretacion de sus valores no era clara en todos los casos (e.g., en la
literatura no habia reportado un intervalo de valores para el parametro o). Por esta
razon realicé una serie de simulaciones en tres distintos escenarios evolutivos que
evidenciarian los valores extremos de los pardametros p y a, asi como para el indice K.
Los resultados de estas simulaciones (Tabla 9) corresponden con lo esperado
en lo que respecta a p y K, ya que los valores mas bajos y no significativos se
presentaron en el escenario de evolucidon independiente (escenario 1), valores
intermedios y significativos en el escenario de evolucion por movimiento browniano
(escenario 2) y el valor maximo de p y la carencia de un valor para K (dado que no
habia valores que aleatorizar) en el caso del escenario de evolucidon restringida
(escenario 3). En lo que respecta al parametro o, el comportamiento no fue claro pues
los valores obtenidos en los primeros dos escenarios fueron iguales a pesar de que
simulaban condiciones evolutivas contrastantes. En el caso del tercer escenario que
simulaba evolucion totalmente restringida vy, al cual le corresponderian los valores mas
bajos de a, generd resultados contrastantes en ambos atributos. En la talla, el valor
obtenido fue bajo y muy cercano al esperado (1.01; Tabla 9) pero en el caso del
tamarfio de puesta, el valor obtenido fue muy alto (10.04), mucho mas cercano al limite

superior que al inferior.
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Tabla 9. Valores obtenidos para inercia filogenética (p), restriccién (a) y sefial filogenética (K y P) para
tres escenarios hipotéticos. El escenario uno simula evolucién independiente con valores de atributos
distribuidos aleatoriamente, el escenario dos simula evolucién por movimiento browniano con valores
de los atributos ordenados, de forma tal que hay valores semejantes entre especies emparentadas v,
por ultimo, el escenario tres simula evolucion totalmente restringida con valores iguales para todas las
especies. Se muestran también los errores estandar de los parametros.

Parametro Escenario evolutivo
1. evolucidn 2. por movimiento 3. totalmente
independiente browniano restringido
Talla Puesta Talla Puesta Talla Puesta
P -0.24 £ 0.48 -0.36 £ 0.5 0.79+0.13 0.82+0.11 0.99+0 0.99+0
a 15 15 15 15 1.01 10.04
K, P 0.075,0.797 0.077,0.719 0.547,0.001 0.657,0.001 Sin valor Sin valor

NOTA: Los intervalos de valores para los pardmetros son: p entre-1y 1, aentre 1y 15y Kentre Oy 1.

Ordenacidn canonica filogenética

El resultado final de este método deriva de varios resultados parciales, el primero de
los cuales es la codificacion de la topologia filogenética en una matriz (Fig. 15), donde
cada columna o grupo corresponde a un clado (i.e., grupo de especies que comparten
un ancestro comun). En total los grupos codificados en esta filogenia fueron 33 (Figs.

16y 17).
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Figura 16. Matrices para el analisis de ordenaci
caracteres de historia de vida (talla y puesta). La matriz X es la matriz filogenética y estd

representada por las columnas siguientes, donde cada grupo (a-gg) corresponde con un clado
(ver figura 17). En esta matriz, los 1’s indican la pertenencia a un grupo particular, mientras que

los O’s indican que esa especie no pertenece a dicho grupo.
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Figura 17. Reconstruccion filogenética con detalle en los grupos codificados en la matriz filogenética del
método de ordenacidn candnica filogenética. Cada letra sefiala un grupo diferente.
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El segundo resultado de este método fue la obtencién de los grupos que, por
sus valores de atributos, resultaron significativamente diferentes del resto de las
especies de la filogenia (P<0.0087). Esto se logré a partir de los calculos de las
pendientes de regresion originales y aleatorias para cada uno de los grupos (Tabla 10).
Hubo nueve grupos que resultaron distintos por sus valores de talla y once grupos por

su tamafio de puesta (Tabla 10; Fig. 18).

Tabla 10. Valores de significancia para los 33 grupos codificados en la matriz filogenética del
analisis de ordenacion candnica filogenética. En negritas se muestran los estimados de P de
grupos significativamente diferentes (P<0.0087) de acuerdo con su talla o tamafo de puesta.

Grupo Talla Puesta

a 0.4997 0.5583
0.4074 0.4617

c 0.4026 0.4592
d 0.1029 0.2738
e 0.4294 0.3385
f 0.2857 0.5091
g 0.0003 0.0001
h 0.2641 0.5359
I 0.5201 0.3668
j 0.0001 0.0001
k 0.0005 0.0001
I 0.0143 0.0002
m 0.1131 0.0154
n 0.3660 0.1357
o 0.1613 0.0064
p 0.0001 0.0001
q 0.5114 0.2894
r 0.3393 0.3998
s 0.2374 0.0302
t 0.0490 0.0106
u 0.1072 0.1103
v 0.0419 0.1187
w 0.0001 0.0001
X 0.0855 0.1984
y 0.1289 0.2415
z 0.1996 0.3540
aa 0.0001 0.0002
bb 0.0778 0.1093
cc 0.0002 0.0003
dd 0.0849 0.0619
ee 0.0001 0.0005
ff 0.0028 0.0025
gg 0.0135 0.0195
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Hay nueve grupos significativos determinados por ambos atributos, éstos son,
de menos a mas incluyentes: ee, k, j y g, en una seccion de la filogenia y ff, cc, aa, wy
p, en otra seccion de la filogenia (Tabla 10, Fig. 18). Hay dos grupos mas que sélo
resultaron significativos en para el tamafio de puesta. Estos son el grupo o, que esta
incluido en el p y el grupo |, que estd incluido en dentro del ee. Todos los grupos
significativos resultantes comparten gran parte de las especies, por lo que existe un

efecto de colinealidad.
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Figura 18. Clados significativos (a<0.05) segin el método de ordenacion candnica filogenética. Los
clados antecedidos por la imagen de tortuga, corresponden con aquellos que, por su talla, difieren
significativamente del resto de las especies de la filogenia. Los antecedidos por la imagen de huevos
verde corresponden con aquellos que, por su tamafio de puesta, difieren significativamente del resto de

las especies.
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La regresiéon multiple por adicion de factores es la herramienta estadistica
utilizada para eliminar el efecto de colinearidad en este método. Como resultado de
estas regresiones, se obtuvieron las matrices filogenéticas reducidas para cada uno de
los atributos, éstas constituyen los resultados finales de la ordenacidon candnica
filogenética. Segun estas matrices, la variabilidad en los atributos tanto de talla como
de tamafio de puesta, estd concentrada en tres clados (Tabla 11; Fig. 17). Ambos
atributos comparten dos de estos clados, el jy el p. El clado j estd compuesto por las
siete especies de tortugas marinas: Dermochelys coriacea, Natator depressus, Chelonia
mydas, Eretmochelys imbricata, Lepicochelys kempii y L. olivacea. El clado p estd
compuesto por las 21 especies que, en este estudio, representan a la superfamilia
Testudinoidea. Aunque el tercer clado de ambas matrices es diferente, los dos

corresponden a un clado anidado en el clado j (Figs. 19 y 20).

Tabla 11. Matrices filogenéticas reducidas par los atributos analizados. Estas sélo incluyen a los
grupos significativos luego de eliminar el efecto de la colinearidad.

Matriz filogenética reducida

Talla Puesta
j j
k ee
P P

El tercer clado de la matriz filogenética reducida de la talla es el k y esta
conformado sélo por las especies de tortugas marinas de la familia Chelonidae, es
decir, todas las antes mencionadas, a excepcidén de la especie Dermochelys coreiaca
(Fig. 19). En el caso del tamano de puesta este clado es el ee (Fig. 20), que es un
subconjunto de las especies de tortugas marinas que sdlo inculye a cinco especies:
Chelonia mydas, Eretmochelys imbricata, Caretta caretta, y las dos especies del género

Lepidochelys.
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Figura 19. Matriz filogenética reducida para el atributo de talla. Cada color indica un clado
significativamente diferente al resto de los presentes en la reconstruccion.
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Carettochelys insculpta
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Figura 20. Matriz filogenética reducida para el atributo de tamafio de puesta. Cada color indica un
clado significativamente diferente al resto de los presentes en la reconstruccion.
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RELACION ENTRE LOS FACTORES AMBIENTALES Y LA VARIACION NO EXPLICADA POR LA FILOGENIA

Una vez que los métodos filogenéticos comparativos permitieron determinar la
proporcién de varianza de los atributos atribuibles a la filogenia fue posible explorar la
naturaleza de la varianza no explicada por el componente histérico, relaciondndola con
algunos factores ambientales. Los dos métodos utilizados en esta seccién demuestran
gue existe un efecto de la latitud sobre los atributos evaluados. El método de Hansen,
que permitido hacer una exploracion mas exhaustiva, mostré que también existe un

efecto del habitat sobre la talla y sobre el tamano de puesta.

I. Correlacion de residuos con latitud

La correlacién de los residuos del modelo de autocorrelacion filogenética (valores de
los atributos libres de inercia filogenética) tanto de la talla de las hembras, como del
tamafio de puesta con la latitud promedio que habitan las diferentes especies de
tortugas (Tabla 12), mostréo que existen correlaciones negativas y significativas de
ambos atributos con la latitud (Fig. 21). Esta correlacion fue ligeramente mayor para la

talla que para el tamafio de puesta.

Tabla 12. Correlacion (r) entre los valores observados de talla y tamafio de puesta contra
latitud, y entre los residuos del analisis de autocorrelacion filogenética (AF) y la latitud
(*P=0.002 ; **P=0.0001).

Atributo Tipo de datos Valor de correlacion (r)
Talla Observados -0.6986 **
Residuos AF -0.6909 **
Puesta Observados -0.5035 *
Residuos AF -0.4962 *
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Valores residuales de talla (LCC)
Valores residuales de No. de huevos

Latitud : Latitud

Figura 21. Correlacion entre los valores residuales del método de autocorrelacion filogenética
(libres de inercia filogenética) de la talla de las hembras (A) y del tamafio de puesta (B) con la
latitud promedio en que habitan las especies.

Notablemente, al llevar a cabo estas correlaciones con los valores observados
antes de corregir por la filogenia, se observd el mismo resultado, una correlacién
negativa entre los valores de los atributos y la latitud (Fig. 22). Esto significa que,
independientemente de la filogenia, a mayor latitud las tortugas presentan menor talla

y menor tamano de puesta.

Talla (Long. curva del caparazén)
Nimero de huevos

Latitud Latitud

Figura 22. Correlacion entre los valores observados de la talla de las hembras (A) y del tamafio
de puesta (B) con la latitud promedio en que habitan las especies.
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Il. Método de Hansen

Este método permitié encontrar los factores ambientales que han tenido un efecto
significativo sobre la talla y el tamafno de puesta a lo largo de la historia evolutiva de
las tortugas. Aunque se esperaban encontrar efectos debidos a cambios en el habitat,
la dieta y la latitud, sélo se encontraron cambios asociados al habitat y la latitud. De
hecho, el Unico factor que tuvo efecto sobre ambos atributos fue el habitat. La latitud
tuvo efecto sélo sobre la talla y la dieta no tuvo efecto alguno sobre ningln caracter.
En lo que respecta al habitat, se evaluaron los efectos que tuvo el cambio del
ambiente ancestral dulceacuicola, a los ambientes derivados marino y terrestre. El
Unico de estos cambios que tuvo un efecto significativo sobre los fenotipos tanto de
talla como de tamafio de puesta fue el paso hacia al ambiente marino (Tabla 13; Fig.
23) pues la diferencia entre los valores optimos de ambos atributos (0:1) es
significativamente distinta de cero (i.e., el intervalo de confianza de la diferencia no
incluye al cero). Este cambio ambiental explica el 49.58% y el 64.39% de la varianza en
estos atributos, respectivamente. De hecho, las especies de tortugas marinas tienen
una talla promedio de 924 mm y un tamafio de puesta promedio de 102.31 huevos,
mientras que en el resto de las especies tamanos el promedio de estos atributos es de

102.31 mmy 13.70 huevos respectivamente.

Tabla 13. Valor de la diferencia entre fenotipos (0;) generada por el paso del
ambiente dulceacuicola al marino (*=diferencia significativa).

Atributo 0, (te.e.) Intervalo de R (%)
confianza
Talla 723.84 £ 125.77 477.33-970.35 49,58*

Puesta 102.31 +13.05 76.73 -127.89 64.39*
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Macroclemys temminckii
Dermochelys coriacea
Natator depressus
Chenoia mydlas
Eretmochelys imbricata
Caretta caretta
Lepidochelys kempi
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_: Terrapene carolina
Temapene coahuila

Figura 23. Reconstruccion filogenética con detalle en especies marinas. En el clado sombreado
se dio un cambio del ambiente ancestral dulceacuicola al ambiente marino.

Por otra parte, el cambio del ambiente dulceacuicola al ambiente terrestre no
tuvo efecto sobre ninguno de los dos caracteres (Tabla 14). El intervalo de confianza de

la diferencia de los fenotipos éptimos entre ambientes en ambos atributos (84) incluye
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al cero y el valor de R? asociado es apenas de 0.57 en el caso de la talla y 0.75 en el

caso del tamafio de puesta.

Tabla 14. Valor de diferencia entre fenotipos (©;) generada por el paso del
ambiente dulceacuicola al terrestre (*=diferencia significativa).

Atributo 0, (te.e.) Intervalo de R (%)
confianza

Talla -647.41 £ 1464.46 -3517.75-2222.93 0.57

Puesta -52.58 £+ 103.73 -255.89 - 150.73 0.75

En lo referente al cambio de dieta, de la ancestral omnivora, hacia las dietas
derivadas herbivora y carnivora, ninguno de estos cambios tuvo efecto sobre los
atributos (Tablas 15 y 16). Los fenotipos éptimos en los tres ambientes no presentan
diferencias significativas (i.e., todos los intervalos de las diferencias entre los fenotipos

. 2
incluyen al cero y los valores de R” fueron menores al 6% en todos los casos).

Tabla 15. Valor de diferencia entre fenotipos (6;) generada por el paso de dieta
omnivora a carnivora (*=diferencia significativa).

Atributo 0, (xe.e.) Intervalo de R (%)
confianza
Talla -419.93 + 297.04 -1002.13-162.27 5.55

Puesta  -1247.26 + 1828.29 -4830.71-2336.14 1.35

Tabla 16. Valor de diferencia entre fenotipos (6;) generada por el paso de dieta
omnivora a herbivora (*=diferencia significativa).

Atributo 0, (xe.e.) Intervalo de R (%)
confianza
Talla -10.24 + 22.65 -54.63 — 34.15 0.60

Puesta  -423.97 + 140.78 -423.97 - 127.89 1.35
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Respecto a los cambios en la distribucién latitudinal de las especies, es decir el
paso de la distribucién ancestral subtropical a las distribuciones derivadas: tropical,
templada calida y templada fria, hubo un efecto significativo sdlo para la talla en el
paso hacia la distibucién templada cdlida (que es la mas abundante) (Tabla 17-19). Las
tallas 6ptimas en ambos ambientes difieren significativamente (i.e., el intervalo de 8,
no abarca el cero) y el paso del ambiente tropical al templada explica un 24.09% de la
varianza total de este atributo. A diferencia del efecto en la talla, este cambio histérico
en la distribucion no involucré un cambio significativo en el tamafio de puesta (i.e, el
intervalo de confianza de 0, incluye al 0 y la proporciéon de varianza en este caracter

explicada por este cambio fue de tan sélo 3.49%).

Tabla 17. Valor de diferencia entre fenotipos (8,) generada por el paso de la
distribucion subtropical a la templada célida (*=diferencia significativa).

Atributo 0, (xe.e.) Intervalo de R (%)
confianza

Talla -1957.14 £+ 595.84 -3124.99 --789.29 24.09*

Puesta -83.34+74.14 -228.65-61.97 3.49

Tabla 18. Valor de diferencia entre fenotipos (8,) generada por el paso de la
distribucion subtropical a la tropical

Atributo 0, (xe.e.) Intervalo de R (%)
confianza

Talla 314.26 £ 173.55 -25.9-654.42 3.74

Puesta 12.22 +21.88 -30.66 — 55.1 0.91

Tabla 19. Valor de diferencia entre fenotipos (8;) generada por el paso de la
distribucion subtropical a la templada fria.

Atributo 0, (xe.e.) Intervalo de R (%)
confianza
Talla 151.45 + 257.35 -352.96 — 655.86 0.12

Puesta -32.74 + 148.19 -323.19-257.71 0.14
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DISCUSION

Los resultados de esta investigacion sugieren fuertemente que el tamano de puesta en
las tortugas exhibe un considerable nivel de efecto filogenético. En otras palabras, la
adaptacion a las condiciones locales que han experimentado las especies en un tiempo
evolutivo reciente no puede explicar la totalidad de la variacién observada entre
especies en este atributo. El tipo de ambiente en que habitan (dulceacuicola, terrestre
o marino) y la distribucién latitudinal de las especies parecen explicar también
proporciones considerables de |a variacion interespecifica en el tamafo de puesta y en
la talla de las hembras.

La hipotesis de este trabajo suponia que la filogenia explicaria una proporcién
baja de la variabilidad en el tamafio de puesta. Sin embargo, encontramos que el
efecto filogenético es considerable, pues existe alta sefial filogenética sobre este
atributo y sobre el tamafo de las hembras adultas. También existen factores
ecoldgicos actuales, como la distribucién, y ancestrales, como el habitat, que han
moldeado la evolucion de estos caracteres evolutivos. Enseguida se discuten con

detalle los principales resultados de este trabajo.

RECONSTRUCCION FILOGENETICA

La reconstruccién filogenética utilizada en este estudio fue hecha por el método de
inferencia bayesiana con base en cuatro loci nucleares y el gen mitocondrial CytB. Con
respecto a las ultimas reconstrucciones filogenéticas de tortugas basadas en caracteres
morfoldgicos, en genes mitocondriales o en un sélo loci nuclear (Shaffer, 1997; Fuji et
al., 2004; Krenz et al., 2005), el uso de varios loci nucleares ha demostrado mejorar la
resolucion de la reconstruccién filogenética, principalmente en los clados mas
profundos (Barley et al., 2010; Weins et al., 2010). En términos generales la
reconstruccién filogenética de este trabajo mostrd buenos grados de soporte en sus
ramas, a excepcion de las ramas mas profundas de la filogenia, donde el soporte fue
relativamente menor. En contraste con esto, la reconstruccién hecha por el método de
parsimonia tuvo muy bajos grados de soporte tanto en la seccién basal como en
algunos grupos al interior de la filogenia, lo cual generd algunas inconsistencias que
impidieron considerarla como hipétesis filogenética para la implementacion de los

métodos filogenéticos comparativos.
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La seccion basal de la filogenia donde el soporte de las ramas es menor,
corresponde a las ramas que dan origen a las especies de las familias Pelomedusidae,
Carettochelydae y Trionychidae. La falta de resolucién en esta seccién de la filogenia
coincide con la reportada en los Ultimos trabajos de reconstrucciones filogenéticas de
este grupo (Shaffer, 1997; Fuji et al., 2004; Krenz et al., 2005; Barley et al., 2010; Weins
et al., 2010). El conflicto principal ha sido con respecto a las posiciones relativas de las
familias Trionychidae y Cartettochelydae, basales dentro del grupo Cryptodira (Fuji et
al., 2004; Krenz et al, 2005). Incluso Shaffer (1997) reporta a este suborden como
grupo polifilético y sugiere que esta falta de resolucién puede deberse a que hubo una
radiacion rdpida dentro de las especies del suborden Cryptodira hace
aproximadamente 90 a 120 millones de afios. Cabe senalar que un factor que
incremento la falta de soporte en estas ramas fue la falta de un grupo externo como el
pollo, que ha sido utilizado en otros estudios para enraizar el arbol (Barley et al., 2010).

En lo que respecta al resto de la filogenia, es decir, a las ramas de evolucién
mas reciente, los grados de soporte son buenos (Fig. 13) y es posible distinguir a dos
grupos bien resueltos. Uno de ellos estd conformado por dos clados hermanos, el de
las especies marinas, que corresponden a las familias Chelonidae y Dermochelidae y su
clado hermano, formado por las especies de las familias Kinosternidae y Chelydridae.
El otro gran grupo reconocido en esta filogenia es el conformado por las familias
Testudinidae, Bataguridae y Emydidae (de la superfamilia Testudioidea). Estos
resultados coinciden con los reportados en las reconstrucciones filogenéticas mas
recientes para este grupo, en las que se han utilizado marcadores nucleares (Barley et
al., 2010; Weins et al., 2010).

Al observar la distribucion que tienen algunos caracteres ecoldgicos sobre la
filogenia, se observan un par de patrones. En lo que respecta al habitat, las especies
gue habitan el mar se encuentran dentro de un grupo monofilético, lo cual indica un
solo origen del habito marino. Mientras que las tortugas terrestres se encuentran
dispersas a lo largo de la filogenia, formando parte de varios clados (Fig. 9). Respecto a
la dieta, no hay un patrén definido; se observan especies con los tres tipos de dietas
distribuidas indistintamente a lo largo de la filogenia (Fig. 10). En cambio, en lo que
respecta a la distribucion latitudinal, se observan clados que, a excepcién de una o dos

especies, comparten una misma distribucién: tropical o templada (Fig. 11). Por otro
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lado, la talla y el tamafio de puesta, presentan un patréon en al menos un grupo dentro
de la filogenia donde los valores de ambos atributos son relativamente altos (Fig. 14).

Este grupo también corresponde al clado de las tortugas marinas.

EFECTO FILOGENETICO EN EL TAMARNO DE PUESTA Y EN EL TAMARNO ADULTO DE LAS HEMBRAS

Ambos atributos mostraron un nivel significativo de efecto filogenético. Las relaciones
filogenéticas parecen explicar una proporcion considerable de la variacion tanto en el
tamafio de puesta como en la talla adulta de estos organismos. En otras palabras, las
especies cercanamente relacionadas tienden a parecerse mas entre si en comparaciéon
con especies lejanas.

En este estudio se encontré que existe un efecto filogenético sobre los
atributos reproductivos. En comparaciéon con éste, otros trabajos realizados con
anfibios y reptiles muestran patrones distintos en la evolucién de estos caracteres (Cox
et al., 2003; Ivanovic et al.,, 2008; Warne y Charnov, 2008; Werneck et al., 2009a;
Vukov et al., 2011). Los estudios hechos con salamandras (Ilvanovic, 2008 y Vukov et
al., 2011) muestran resultados contrastantes. Mientras que en el grupo de las
salamandras europeas de los Balcanes existe sefial filogenética tanto en el tamafio
corporal de ambos sexos, como en el grado de dimorfismo sexual (lvanovic, 2008), en
el complejo de especies de salamandras del género Triturus no hay seial filogenética
en el tamafio corporal ni en ningun otro caracter morfométrico evaluado (Vukov et al.,
2011).

En lagartijas, que son el grupo mas estudiado a este respecto, los principales
trabajos muestran resultados consistentes con los que encontré en las tortugas, pues
los atributos reproductivos muestran efecto de la filogenia. Por un lado, Cox y
colaboradores (2003), estudiaron la evoluciéon del dimorfismo sexual por tamafio
considerando el efecto de la filogenia mediante el uso de contrastes independientes
de la filogenia (Felsenstein, 1985). Los autores no reportan explicitamente cuales
atributos tienen mayor efecto de la filogenia. Segun este trabajo, el dimorfismo sexual
por tamafio estd correlacionado positivamente con el tamafo de puesta,
negativamente con la frecuencia reproductiva y positivamente con el modo de

reproduccion. Es decir, que en aquellas especies de lagartijas en las que la hembra es
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mas grande, la inversion reproductiva total es mayor en comparacién con las especies
donde no hay dimorfismo o estd sesgado hacia los machos.

Por otro lado, el trabajo de Warne y Charnov (2008), demuestra que dentro del
grupo de las lagartijas hay una correlacién positiva y filogenéticamente significativa
entre el esfuerzo reproductivo anual y la talla a la madurez. Aunque también dan
evidencia a favor de una disyuntiva (trade-off) entre el tamano de puesta y el tamafio
de las crias debido a que, considerando el efecto de la filogenia, existe una correlacién
negativa y significativa entre el tamano de puesta vy la talla de los recién eclosionados.
Esta correlacidon presenta diferentes pendientes en las distintas familias.

Por ultimo, el trabajo de Werneck y colaboradores (2009a), quienes estudian la
filogenia, biogeografia y evolucién del tamafio de puesta en las lagartijas del género
sudamericano Kentropyx, representa el estudio mas completo y comparable con el
presente trabajo. Estos autores utilizan métodos filogenéticos comparativos para
evaluar tanto el efecto de la filogenia como del tipo de habitat (vegetacion abierto vs.
vegetacion de bosque cerrado) sobre el tamafio de puesta. En este trabajo los autores
argumentan que dentro de este género no existe un efecto filogenético sobre los
atributos evaluados que permita separar entre clados con tendencias distintas. Es
decir, que segun el andlisis no hay grupos de especies dentro de la filogenia que
resulte significativamente diferentes del resto. A diferencia de ellos, yo encuentro que
existe un efecto filogenético sobre el tamafio de puesta, cuya mayor fuerza se ubica en
un par de grupos significativos: el de las tortugas marinas y el de la superfamilia
Testudinoidea. Al interior de ambos clados, los valores de los atributos son muy
similares entre si (como en el caso de las lagartijas del género Kentropyx) y distintos de

los del resto de las especies de la filogenia.

EFECTO FILOGENETICO SOBRE OTROS ATRIBUTOS EN LAS TORTUGAS

En el grupo de las tortugas sélo se han hecho un par de estudios en que se haya
evaluado el efecto de la filogenia sobre algun caracter o bien, en que se considere a la
filogenia al momento de estimar correlacién entre caracteres. Uno de estos estudios,
donde se busca un patrdn evolutivo de incremento en el tamafio corporal (Regla de
Cope), reporta que el tamafio de las tortugas adultas tiene valores significativos de

sefal filogenética, al menos dentro del suborden Cryptodira (Moen, 2006). Otros
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estudios que han evaluado el efecto filogenético se han enfocado en caracteres
morfoldgicos, como en el caso del trabajo de Claude y colaboradores (2004), quienes
estudiaron el efecto filogenético sobre la forma del craneo. Estos autores encontraron
gue, aunque existe un efecto filogenético significativo sobre algunas secciones o
estructuras craneales, la forma estd determinada principalmente por el uso de
recursos (combinacién de dieta y habitat) que tiene cada especie.

Por otra parte, Wilson y Sanchez-Villagra (2011) estudiaron la evolucion de las
trayectorias de crecimiento en las tortugas de la familia Chelidae, a través del analisis
de la morfometria craneal. Sus resultados muestran que algunos de los caracteres
craneales evaluados tienen efecto filogenético, lo cual muestra que la evolucion de
caracteristicas alométricas puede estar relacionada significativamente con la filogenia,
tal como lo demostraron Giannini y colaboradores (2004) en su estudio con los
patrones alométricos de marsupiales.

Por ultimo, uno de los trabajos mas completos sobre la evolucidén de caracteres
de historias de vida en tortugas es el de Gosnell y colaboradores (2009) quienes
estudiaron la evolucién del dimorfismo sexual por tamafio dentro del grupo y los
factores que determinan la magnitud y direccidon de dicho dimorfismo. A pesar de que
utilizan el método de contrastes independientes de la filogenia (Felsenstein, 1985),
para evaluar la correlacidn entre caracteres reproductivos y el tamano de los adultos,
no reportan explicitamente una medida del efecto filogenético sobre ninguno de los
atributos reproductivos o de tamafio. Encontraron que aun considerando las
relaciones entre las especies, existe un efecto positivo del tamafio de los adultos sobre
los atributos de fecundidad como el tamafio de los huevos y el tamafio de puesta. Sin
embargo, no existe ninguna correlacion entre estos atributos y el grado de dimorfismo
sexual.

De acuerdo con los trabajos previos y los hallazgos de este estudio, se puede
decir que la mayoria de los atributos morfoldgicos tienen una proporcién de varianza
que puede ser explicada por la filogenia y otra que puede ser explicada por algunos
factores ecoldgicos como la dieta, la distribucidn latitudinal y, sobre todo el habitat. El
efecto filogenético observado puede explicarse por tres fenédmenos. 1) La variabilidad
genética en el atributo es relativamente baja. A este respecto, varios autores han

encontrado que en las tortugas la diversidad genética es relativamente baja (Avise et
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al., 1992; Karl et al., 1992; Martin y Palumbi, 1993), como en las especies Chelonia
mydas (Bjorndal et al., 2005), Terrapene ornata (Kuo y Janzen, 2004) y Dermochelys
coriacea (Dutton et al.,, 1999). Probablemente esto se deba a que tienen tasas
metabdlicas lentas y un tiempo generacional relativamente largo (Bowen y Karl, 2007).
2) Las fuerzas selectivas a las que se han enfrentado en tiempos recientes no han sido
lo suficientemente fuertes para promover cambios adaptativos drasticos. 3) Hay
fuertes restricciones mecdnicas en ambos caracteres. A este respecto se sabe que la
cantidad de huevos que puede poner una hembra esta relacionada positivamente con
su tamafio . A mayor tamafio, el espacio dentro de la cavidad corporal y los recursos
disponibles para la reproduccidon son relativamente mayores (Congdon y Gibbons,
1990). A su vez, el tamafio corporal de una tortuga adulta estd limitado por el medio
en el que habita, pues su capacidad de locomocién y de soporte corporal dependen del
medio fisico en el que se encuentran (Rieppel y Reisz, 1999). 4) La deriva génica, que
corresponde al modelo evolutivo por movimiento browniano. Es otras palabras, la
variabilidad en los atributos puede depender exclusivamente del tiempo de
divergencia entre especies, en el cual no han existido presiones de seleccién locales
que produzcan cambios mas grandes de los que ocasiona el azar (Felsenstein, 1985;
Blomberg y Garland, 2002). Todas estas razones potenciales que explicarian la
presencia de inercia filogenética en el tamafio de puesta y en la talla de las hembras

adultas de tortugas, representan hipodtesis que requieren de exploraciones futuras.

ADAPTACION LOCAL A LAS CONDICIONES AMBIENTALES

De acuerdo con los resultados del método de Hansen (1997) y del uso de los residuos
del método de autocorrelacion (Cheverud et al., 1985), los factores ambientales que
de alguna manera han impactado la evolucidn del tamafio de puesta son el ambiente y
la distribucion latitudinal de las especies. Al parecer, el cambio del ambiente
dulceacuicola al ambiente marino signific6 una presion selectiva drasticamente
diferente. De hecho, este cambio explica el 64.4% de la variabilidad entre especies en
el tamafio de puesta y el 49.6% en la talla. En ambientes marinos las tortugas son mas
grandes y ponen mas huevos. El otro factor es la distribucion latitudinal de las
especies, que explica el 20% de la variabilidad en la talla y con la cual presenta una

correlacién negativa. Es decir, en las latitudes mayores, la talla de las hembras y sus
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tamafios de puesta son menores, en comparacién con las que habitan latitudes
tropicales.

Los hallazgos mas antiguos de fosiles de tortugas sugieren que este grupo se
origind hace aproximadamente 210 millones de afios, aunque existe una controversia
con respecto al ambiente en que se dio el origen de este grupo. Algunos estudios
sugieren que el ancestro de las tortugas era terrestre, dadas las caracteristicas
histoldgicas de los huesos (Scheyer y Sander, 2007) y a la forma y proporcion de las
extremidades (Rieppel y Reisz, 1999). Sin embargo, los ultimos hallazgos muestran que
el ejemplar mas antiguo de las tortugas (Reisz y Head, 2008; Li et al., 2008),
perteneciente al género Odontochelys, tenia caracteristicas ancestrales en su
caparazon, como la falta de osificacion, que refleja una adaptacion a la vida acuatica.
Ademas, el plastrén parece ser una adaptaciéon a la vida acudtica, pues en este
ambiente provee proteccion ventral contra los depredadores (Rieppel y Reisz, 1999). Si
esta ultima hipdtesis es cierta, implica que en el habitat en las tortugas paso de un
ancestro dulceacuicola a descendientes marinos y terrestres.

De acuerdo con mis resultados, el cambio al ambiente marino generdé un
incremento drastico en la talla de las hembras adultas y en el nimero de huevos. A
este respecto, se sabe que la tendencia al aumento de tamafio en el ambiente marino
fue una tendencia adquirida tempranamente dentro de su historia evolutiva en las
tortugas (Kear y Lee, 2006). Las primeras tortugas marinas (del Cretacico Tardio)
alcanzaban tallas de hasta 4 m y eran un grupo mucho mas diverso. En ese periodo
existian al menos cinco linajes de tortugas marinas de los cuales persisten sélo dos
(Kear y Lee, 2006).

Aparentemente, en el ambiente marino, los organismos con tallas mayores
tienen varias ventajas sobre aquellos con tallas relativamente menores. Por un lado,
este tipo de ambiente provee flotabilidad, lo cual facilita tanto el soporte corporal
como la locomocién (Rieppel y Reisz, 1999). Por otro lado, dentro de el mar, las
tortugas de mayor talla tienen una ventaja considerable sobre las pequenas en lo que
respecta a la osmorregulacion del agua salada (Dunson, 1986), ya que el flujo y la
pérdida neta de agua en un ambiente marino es inversamente proporcional al tamaiio.
Otra de las habilidades indispensables dentro de este tipo de ambiente es la capacidad

para el buceo. En lo que a esto se refiere, se sabe que el tamafio corporal es el
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principal determinante en el desempeno del buceo (Halsey et al., 2006; Brischoux et
al., 2008), pues tallas mayores proveen mayor capacidad pulmonar. Esto aumenta la
cantidad de aire que puede retenerse y por lo tanto incrementa el tiempo en que
puede permanecer sumergida una tortuga (Halsey et al., 2006).

Por otro lado, el ambiente marino favorecid la capacidad de producir puestas
mucho mas numerosas. Esto puede deberse a que el aumento en tamafio permitiod
incrementar el potencial reproductivo (Congdon y Gibbons, 1990), ya que aumenté el
tamafio de la cavidad corporal y la cantidad de recursos disponibles para la
reproduccion. Otra teoria es que las puestas mas grandes evolucionaron en respuesta
a la alta e impredecible mortalidad durante las etapas de huevo y neonato (Van

Buskirk y Crowder, 1994).

PATRONES LATITUDINALES
En este trabajo se encontrd una correlacién negativa tanto del tamafio de puesta
como de la talla con la latitud. Existen varios trabajos previos que refieren algun
patrén en los atributos reproductivos de las tortugas con respecto a su distribucion
latitudinal (Iverson, 1977, 1992; Iverson et al.,1993; Ashton y Feldman, 2003; Ashton et
al., 2007). Sin embargo, ninguno de estos patrones ha sido estudiado considerando el
efecto de la filogenia. Dentro del grupo de las aves, Patten (2007) encuentra que el
tamafio de puesta aumenta con la latitud, es decir es mayor en latitudes lejanas a los
trépicos (contrario a lo que encontré con las tortugas). Este patrdon se presenta a nivel
intraespecifico e interespecifico. Algunos de los factores que pudieran explicar este
patrén son la estacionalidad, que es mas marcada a mayor latitud y la limitacion de
recursos que hay en latitudes mas nortenas dadas las condiciones climaticas (lverson,
1977 y 1992). Estas dos condiciones generan que las temporadas reproductivas sean
mas cortas y menos frecuentes, por lo que estos organismos suelen hacer una
inversidén reproductiva mas fuerte (lverson et al.,, 1993), dado que la supervivencia
hasta la siguiente reproduccién es incierta . Otro factor que podria generar este patron
es la depredacion, que suele ser menor conforme aumenta la latitud, ya que en
general existe menos biodiversidad en estas latitudes (Ashton et al., 2007).

A diferencia del patrén latitudinal reportado en las aves, en las tortugas parece

haber dos patrones contrastantes, dependiendo del nivel al que se estudien. Por un
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lado, las comparaciones intraespecificas muestran una correlacidn positiva del tamafio
de puesta con la latitud (Iverson et al., 1993; Ashton et al., 2003; Ashton et al., 2007).
Por otro lado, las comparaciones interespecificas (entre las que se incluye esta
investigacion) demuestran la tendencia contraria, una correlacién negativa entre la
latitud y el tamafio de puesta (lverson, 1992; Ashton et al., 2007).

La mayoria de los estudios que han evaluado diferencias en inversién
reproducida en tortugas con respecto a la latitud, son comparaciones intraespecificas
(lverson 1992; Iverson et al.,1993; Ashton y Feldman, 2003) y todos ellos encuentran
una correlaciéon positiva entre la latitud y el tamano de puesta. Esto es, que las
poblaciones que se distribuyen mas hacia el norte, donde los climas son mas frios,
tienen tallas y tamafios de puesta mayores (lverson 1992; Iverson et al.,1993). Este
patréon puede deberse a que las temporadas de anidamiento son mas cortas,
reduciendo la cantidad de eventos reproductivos anuales que pueden tener. Por ello |a
inversidon reproductiva por puesta es mayor (lverson, 1992). Otro trabajo que llama la
atencién es el de Litzgus y Mousseau (2006), quienes evaluan diferencias en la
inversién reproductiva de Clemmys gutata, con respecto a la distribucidon geogréfica de
las poblaciones. Segun sus hallazgos, en esta especie el tamafio de puesta no tiene
correlacién alguna con el tamafio de la madre ni con el tamafio del huevo. Este sélo
estd correlacionado positivamente con la latitud, probablemente porque las
condiciones climaticas a mayores latitudes asi lo favorecen.

En los pocos trabajos realizados a nivel interespecifico, entre los que se cuenta
la presente investigacidn, no se reporta una relacién clara entre la latitud y la inversion
reproductiva (lverson 1977; lverson 1992). Al parecer, la variacién en el tamafio de
puesta dentro del grupo de las tortugas responde en mayor medida a los niveles de
recursos disponibles en el ambiente (lverson, 1993), lo cual podria explicar el patrén
gue encontré ya que los recursos suelen estar mas disponibles en el trdopico, pues es
una zona hay mayor productividad y energia disponible (Davies et al., 2008). Sélo se ha
reportado una correlacidon negativa entre la latitud y un atributo reproductivo, que es
la frecuencia de puesta anual. Esto se debe a que las tortugas en latitudes mayores
tienen temporadas reproductivas mas cortas y por lo tanto, menor frecuencia

reproductiva, aunque suelen tener puestas de mayor peso relativo (lverson, 1992).
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Otra hipotesis que sugiero es que la disponibilidad de recursos en altas
latitudes (i.e., en ambientes frios y estacionales) es mas baja y por lo tanto la
capacidad de crecer mucho o de producir muchos huevos es limitada (Congdon y

Gibbons, 1990). Esta hipotesis también requiere evidencia empirica.

EFECTO DE LA DIETA

En este trabajo no se encontré que hubiera una relacion entre la dieta y la talla de las
hembras o el tamafio de puesta. Este resultado es contradictorio con lo argumentado
por otros autores: el tipo de dieta puede influir en el tamafio de puesta ya que la
inversidon reproductiva depende de la acumulacion de recursos (lverson, 1992). A su
vez, la acumulacién de recursos depende de la eficiencia de asimilacion del alimento
gue en teoria es mayor en vertebrados que comen animales que en aquellos que
comen plantas (Woods, 1982 en Iverson 1992). Por otro lado, Broderick y
colaboradores (2003) encontraron que dentro del grupo de las tortugas marinas la
inversidon reproductiva es sensible a la dieta de los adultos. En la especie herbivora
Chelonya midas, la inversién reproductiva anual suele ser muy variable y el
crecimiento anual es menor que en la especie carnivora Caretta caretta, que presenta
mayores tasas de crecimiento anual. En este caso también el tamafio estd
positivamente correlacionado con la inversién reproductiva, de forma tal que un
mayor tamafo provee de mayores recursos disponibles para la reproduccion.

Independientemente de los estudios sobre atributos reproductivos, hay
algunos trabajos en los que se considera a la filogenia al estudiar las correlaciones que
tiene la dieta con otros caracteres fenotipicos. Por ejemplo, el trabajo de Herrel y
colaboradores (2002), quienes encuentran que la dieta ha determinado la forma de
algunas caracteristicas craneales. Especies carnivoras parecen optimizar su desempefio
como depredadores debido a su mayor fuerza de la mordedura que les permite comer
especies de presas mas grandes y duras.

En este trabajo no logramos identificar algun efecto de la dieta sobre los
atributos reproductivos, esto se debe tal vez a que si existe algin efecto, éste sea
evidente solo en la comparacion a niveles filogenéticos inferiores (como entre las
tortugas marinas), ya que a nivel macroevolutivo, este factor no ha determinado

ninguna tendencia en la evolucidn de las tortugas (i.e., de hecho los tipos de dieta se
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encuentran dispersos indistintamente en la filogenia). Para probar la hipotesis
anterior, se requieren estudios comparativos entre especies de un mismo clado donde

se encuentren representadas especies con distintas dietas.

LA UTILIDAD DE LOS METODOS FILOGENETICOS COMPARATIVOS

Los métodos filogenéticos comparativos son una familia de métodos estadisticos que
han sido desarrollados para resolver el problema de falta de independencia que se
enfrenta al hacer comparaciones entre especies que comparten un ancestro comun
(Blomberg y Garland, 2002; Diniz-Filho y Torres, 2002). En este trabajo se exploraron
cuatro de los métodos filogenéticos comparativos mas utilizados para estudiar
evolucidn fenotipica. Todos ellos revelan un efecto significativo de la filogenia sobre la
variabilidad interespecifica en la talla de las hembras y en el tamafio de puesta. Sin
embargo, dada su naturaleza, sus supuestos iniciales y su poder analitico, estos
métodos tienen una interpretacion ligeramente distinta entre si y parecen responder
preguntas ligeramente diferentes.

El mas antiguo de estos métodos es el de autocorrelacion filogenética
(Cheverud et al., 1985) que, aunque ha recibido algunas criticas con respecto a sus
calculos (Rohlf, 2001), resulta un método relativamente sencillo, intuitivo y consistente
en sus resultados. En este estudio fue utilizado para conocer tanto el valor de p (que es
una medida de la inercia filogenética), como para conocer los valores de los caracteres
libres de efectos filogenéticos (residuos) y hacer las correlaciones con variables
ambientales. En otros estudios ha sido utilizado para conocer la influencia de la inercia
filogenética sobre distintos tipos de caracteres como algunos atributos demograficos y
morfoldgicos en el género Thitonia (Asteraceae) (Morales, 2007), los caracteres
determinantes del dimorfismo sexual en los primates (Cheverud et al., 1985) y algunos
caracteres conductuales en Passeriformes (Edwards y Naeem, 1993).

Otro de los métodos que apliqué es el de minimos cuadrados generalizados
filogenéticos (Martins y Hansen, 1997). En teoria este es uno de los métodos mas
poderosos que existen, pues se basa en un modelo lineal generalizado, cuyos términos
de regresion pueden modificarse para adecuarse a distintos tipos de analisis. Tienen el
potencial de ser utilizado para evaluar la restriccién filogenética sobre un caracter

(como en el caso del presente estudio), buscar estados ancestrales de caracteres,
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estimar tasas de evolucién de los caracteres y buscar correlaciones entre caracteres o
entre un cardcter y un tipo de ambiente (Hansen, 1997; Martins y Hansen, 1997). Sin
embargo, en este estudio encontré que no funciond de forma consistente, pues los
valores del pardmetro a (que en teoria también es una medida de inercia filogenética)
no responden de forma coherente ante distintos escenarios evolutivos. A pesar de que
no fue util para estimar el efecto filogenético, este método funciona bien para
responder otras preguntas. Por ejemplo, ha sido utilizado para estimar estados
ancestrales de algunos caracteres (Martins y Lamont, 1998; Martins 1999), para
analizar correlaciones entre caracteres (Darst et al., 2005; Ronn et al.,, 2007), para
estudiar las correlaciones entre caracteres y alguna condicidon del ambiente (Halsey et
al, 2006; Kleynhans y Terplanche, 2009), para rastrear el origen y la tasa evolutiva de
caracteres (Ord y Martins, 2006; White et al., 2007) y, por ultimo, para conocer el
efecto filogenético se ha usado en trabajos como el de Collin (2004) y el de Végvari y
colaboradores (2010).

El tercero de los métodos explorados fue el de sefial filogenética (Blomberg et
al., 2003) que es el mas utilizado en los trabajos actuales justo para estimar efectos
potenciales de las relaciones ancestro-descendiente (Losos, 2008; Ackerly, 2009). Una
de las utilidades de este método es que estima el indice K, que, al ser estandarizado
permite la comparacion entre estudios de distintas especies y con distintas
reconstrucciones filogenéticas. Respecto a este parametro los autores explican que
puede tomar valores mayores o menores a uno (Blomberg et al., 2003). Sin embargo,
tanto en las simulaciones como en los trabajos donde se ha utilizado este indice, K
tiene valores entre 0 y 1. Este método permite obtener informacién valiosa sobre el
patrén general del atributo dentro de la filogenia, sin embargo no permite ubicar a un
nivel mds fino dénde se encuentran las diferencias entre los distintos clados que
conforman a la filogenia. Con base en este método, se ha evaluado la sefial
filogenética sobre caracteres morfoldgicos (Johnston et al., 2003; Ashton, 2004; Cubo
et al., 2005; Lavin et al., 2008), sobre caracteres ecoldgicos (Gilbert y Webb, 2007;
Losos, 2008; Ackerly, 2009) y sobre caracteres conductuales (Blomberg et al., 2003
Huey et al., 2006), entre otros.

El ultimo y quiza el menos utilizado de los métodos filogenéticos comparativos

es el de ordenacién candnica filogenética (Giannini, 2003), que en este estudio resulté
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ser el mas util. Este método no sélo permite estimar el efecto de la filogenia sobre los
atributos, sino que permite ubicar en qué clado o clados se da este efecto y rastrear en
la filogenia los cambios ecoldgicos que pudieron haber producido que haya o no senal
filogenética en el grupo. Ha sido utilizado en varios estudios para evaluar el efecto
filogenético sobre algunos atributos morfolégicos o ecoldgicos y su relacidon con
aspectos ambientales actuales e histéricos (Mesquita et al., 2006; Franca et al., 2008;
Werneck et al., 2009a,b; Morales y Giannini, 2010; Vera-Candioti y Altig, 2010).

Otros métodos actuales, como los de Pagel (1997 y 1999), Garland y
colaboradores (1999), Thomas y colaboradores (2006) e Ives y colaboradores (2007),
también han sido utilizados en estudios recientes (Freckleton et al., 2002; Labra et al.,
2009). Sin embargo, existe un debate con respecto a la utilidad y validez que tienen
toda esta familia de métodos (Freclketon, 2009). Algunos de los principales problemas
qgue se han sugerido son: los supuestos evolutivos y estadisticos que subyacen a los
analisis y que dificilmente son comprobables, la calidad de los datos que se utilizan
(que suelen ser valores promedio de los atributos por especies, cuando la variabilidad
intraespecifica no es despreciable) y la calidad de las reconstrucciones filogenéticas.
Por otra parte, los métodos comparativos que utilizan la longitud de ramas como parte
del andlisis (Felsenstein, 1985; Blomberg et al., 2003) se basan en el supuesto de que la
evolucion de los caracteres es anagenética (i.e., tipo de evolucién donde los cambios
entre las especies son graduales y dependen sélo del tiempo), a pesar de que se han
reconocido al menos cuatro tipos de formas en que pueden evolucionar los caracteres
(Jablonski, 2007). En general, estos métodos se basan en supuestos evolutivos dificiles
de comprobar, por lo que las inferencias hechas a partir de sus resultados deben
hacerse con cautela y considerando estas limitaciones.

A pesar de que parten de supuestos dificiles de comprobar, estos son métodos
gue han tratado de incorporar la mayor cantidad de variables para tratar de explicar la
variacién interespecifica y el patron macroevolutivo de los atributos. Por lo tanto,
resultan la herramienta mas util y sofisticada disponible hasta el momento para tratar
de conocer la forma en que han evolucionado algunos caracteres, especialmente
aquellos presumiblemente asociados a condiciones ecoldgicas que han impuesto

presiones de seleccidn y que, por lo tanto, serian el resultado de adaptaciones locales.
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CONCLUSION

La variacion interespecifica que existe dentro del grupo de las tortugas con respecto al
tamafio de puesta y a la talla de las hembras adultas esta explicada en parte porque
ambos atributos exhiben un efecto filogenético considerable. En parte, las fuerzas que
parecen influir sobre estos atributos han sido impuestas por factores ecolégicos
histdricos o actuales. Por un lado, el paso del ambiente dulceacuicola al marino ejercid
una gran influencia sobre ambos caracteres incrementando el potencial reproductivo
de las tortugas marinas. Por otro lado, la distribuciéon latitudinal se relaciona
negativamente con ellos, por lo que la inversidon reproductiva suele ser menor a

mayores latitudes.
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Apéndice 1.

Lista de referencias de las que se obtuvieron los datos de tamafio de puesta y tamafio
de las hembras adultas (longitud curva del caparazén).

Especie Referencia
Apalone ferox Iverson y Moler, 1997
Caretta caretta Fitch, 1985

Carettochelys insculpta

Chelonia mydas

Chelydra serpentina

Chrysemys picta

Clemmys guttata

Clemmys insculpta

Dermochelys coriacea

Emydoidea blandingii

Emys orbicularis

Eretmochelys imbricata

Graptemys geographica
Malaclemys terrapin
Podocnemis expansa

Podocnemis unifilis

Sternotherus odoratus
Terrapene carolina

Terrapene ornata

Trachemys scripta

Hays y Speakman, 1991
Tiwari y Bjorndal, 2000
Doody et al., 2003
Mortimer y Carr, 1987
Bjorndal y Carr, 1989
Fowler, 1979

Rees et al., 2008

Congdon et al., 1987
Lonke y Obbard, 1977
Aresco y Gunzburger, 2007
Iverson y Smith, 1993
Rowe et al., 2003

Moll, 1973

Mitchell, 1985

Gibbons y Tinkle, 1969
Ernsty Zug

Litzgus y Brooks, 1998
Farrel y Graham, 1991
Tucker y Frazer, 1991
Santidrian-Tomillo et al., 2009
Wallace et al., 2007
Congdon y van Loben Sels, 1993
Ruane et al., 2008

Zuffi et al., 1999

Zuffi et al., 2007

Limpus, 1980

Diamond, 1976
Pérez-Castafieda et al., 2007
Ryan y Lindeman, 2007
Roosenbert y Dunham, 1997
Vanzoleni, 2003

Malvasio et al., 2005
Vanzoleni, 2003

Wilkinson y Gibbons, 2005
Clark et al., 2001
Messinger y Patton, 1995
Legler, 1960
Nieuwott-Decanay, 1997
Congdon y Gibbons, 1990
Tucker y Warner, 1999
Tucker et al., 1998
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Apéndice 2.

Claves de acceso de GenBank para los genes utilizado en las reconstrucciones
filogenéticas.

Especie cyth RAG-1 R35intronl BDNF TB29
Apa[one mutica AY259556.1 DQ529173.1
Apalone ferox AY258555.1 GU930987.1
Batagur baska AM922510.1 FN256245.1
Callagur borneoensis AY434601.1 EU030234.1
Caretta caretta AY770552.1  F009032.1  FO9031.1  FI00S029.1
Carettochelys insculpta UB1355.1  AY687904.1 GU085547.1 GU085712.1
Chelonia mydas AY770551.1  AY687907.1 Fj039952.1 GUO85548.1 EU787266.1
Chelydra serpentina L12713.1  AY687906.1 Fj230856.1 GUO85550.1 EU907535.1
Chrysemys picta AF258878.1 GUO85670.1 F770670.1 GU085549.1 GU085713.1
Clemmys guttata AF258870.1 H770719.1  [j770674.1 FI770808.1
Clemmys insculpta FI770595.1 EU787248.1 F)770680.1 F1770815.1
Clemmys marmorata AJ131430.1 GUO85673.1 Ay339631.1 GUO85553.1 GU085716.1
Dermochelys coriacea L12712.1  AY687908.1 AY742460.1
Emydoidea blandingii AF258869.1 EU787254.1 pQpagae2.1 EU787281.1
Emys orbicularis AF258868.1 EU787263.1 EU787289.1
Eretmochelys imbricata L12718.1 F1039972.1
Geochelone carbonaria DQ4972%6.1 EUS30790.1
Geochelone denticulata  DQ497298.1 EU930792.1
Graptemys geographica FI770598.1 FI770730.1 F770686.1 EI770821.1
Graptemys ouachitensis FI770599.1  F770732.1  FJ770687.1 FI770822.1
Lepidochelys kempii AF385668.1 FJ039996.1  Fjp39995.1  FI039993.1
Lepidochelys olivacea AF385670.1  FO039982.1  [jp39988.1  FI039986.1
Macrochelys temminckii ~ AF159026.1  FI230864.1  Fj230863.1 GUO085557.1 GU085720.1
Malaclemys terrapin FI770602.1  F770735.1  FJ770690.1 FI770825.1
Mauremys caspica AY434594.1 EU930796.1 AY339630.1
Mauremys {eprosa AY434592.1 EU930797.1
Mauremys mutica FI770585.1  FH770713.1 DQ386666.1 FI770803.1
Natator depressus AF385674.1  L12762.1 FJ039960.1 FJ039957.1
Podocnemis expansa U81360.1  AY988100.1 AY742456.1 AYS88079.1 EU907531.1
Podocnemis unifilis AM943829.1 AY339634.1
Sternotherus odoratus U81350.1  AY687911.1 Ay742463.1 GUOS5563.1 GU085723.1
Terrapene carolina AF258871.1 FH770742.1  F770698.1 FJ770839.1
Terrapene coahuila FI770612.1  F770744.1  F)770700.1 FI770836.1
Terrapene ornata F770613.1  H770749.1  [j770704.1 FI770840.1
Testudo graeca DQ497321.1 GUO085681.1 GUO085564.1 GU085724.1
Trachemys scripta FI770619.1  AY687915.1  AY742458.1 FJ770843.1
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Apéndice 3.

Script de R para hacer el andlisis de Ordenacion Candnica Filogenética (Norberto
Giannini):

rm(list=Is())
da=(read.table("C:\\N2b2011\\R_scripts\\TOR-CPO.txt", header=T))

attach(da)
names(da)
i=numeric()
app=numeric()
group=c(1:100)
reps=c(9999)

y=(da[,4])
x=(da[,40])

m=Im(y~x)

m
b=(mScoefficients[2])
b

for (i in 1:reps)

{
ry=sample(y, replace=FALSE)
mrnd=Im(ry~x)
brnd=(mrndScoefficients[2])
app=c(app, brnd)
rm=(ry)
rm=(mrnd)
}
app=sort(app)

{ if (b<0) (exceed=app[app<=b])
else {(exceed=app[app>=b])}}
rm=(b)
P=(length(exceed)+1)/(length(app)+1)
P
rm=(m)

(write.table (app, file="C:\\N2b2010\\R_scripts\\results\\CPO\\rnd-app.txt"))

detach(da)
rm(list=Is())
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Apéndice 4.

Especies, distribucidén geografica y latitud utilizada en el analisis de correlacidon entre
residuos de AF y latitud.

Clave de Residuos Residuos

. Latitud
especie talla puesta
Cl 0.02 -0.09 12.3
APM -0.08 -0.05 38.36
AF 0.01 -0.04 29.89
PE 0.26 0.28 5.19
PU 0.04 -0.08 2.74
SO -0.18 -0.11 34.92
CS -0.08 -0.03 40.08
MCT -0.01 -0.02 36.96
DC 0.53 0.14 1.46
ND 0.24 0.05 15.95
CM 0.3 0.32 19.36
El 0.22 0.44 6.81
cC 0.22 0.3 0.75
LK 0.1 0.29 28.4
LO 0.13 0.28 5.43
TG -0.08 -0.07 32.48
GC -0.03 -0.06 13.11
GD 0.01 -0.05 6.25
BB 0.06 -0.05 8.64
CB 0.04 -0.05 1.14
MM -0.11 -0.1 28.23
MC -0.1 -0.09 45.76
ML -0.11 -0.07 28.64
CcP -0.12 -0.09 38.69
TS -0.08 -0.07 14.3
MT -0.09 -0.08 35.92
GG -0.08 -0.07 37.43
GO -0.11 -0.08 36.48
CLI -0.08 -0.06 42.13
EB -0.03 -0.02 42.01
ACM -0.06 -0.05 35.85
EO -0.07 -0.05 42.42
CG -0.11 -0.08 34.83
TO -0.1 -0.08 36.75
TCA -0.1 -0.08 29.95
TCO -0.11 -0.08 26.95
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