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Resumen:

A pesar de los intensos esfuerzos de conservaciéon dirigidos hacia las tortugas marinas a nivel
internacional, ain estan catalogadas como especies en peligro de extincion, situacién en gran manera
resultado de su singular ciclo de vida que incluye: (1) un tiempo de generacién prolongado y virtualmente
desconocido, (2) el escaso o nulo conocimiento sobre el periodo pelagico de las crias y juveniles y (3) la
ocurrencia de extensas migraciones como adultos entre sus habitats de alimentaciéon y de reproduccion.
Las estrategias de manejo para la recuperacion y conservacion de cualquier especie amenazada de
extincion tienen como meta fundamental el mantener o incrementar el tamafio y la diversidad de las
poblaciones. Para ello, es esencial definir las unidades reproductoras bésicas que componen las especies
(stocks o "unidades de manejo"-UM). En tortugas marinas el andlisis del ADN ha permitido determinar las
diferencias genéticas entre UM con precision, rapidez y a costos relativamente bajos y, con ello, clarificar el
grado de aislamiento y los niveles de migracion entre poblaciones. El presente proyecto constituye un
primer esfuerzo en el pais por aplicar la genética molecular al estudio de las tortugas marinas y representa
un esfuerzo de colaboracion en el que participan diversas instituciones nacionales (Instituto de Ciencias del
Mar y Limnologia y la Facultad de Ciencias, UNAM) y extranjeras (University of Florida; National Marine
Fishery Service, La Jolla). Esta dirigido a las colonias mas importantes de dos de las especies de tortugas
marinas que anidan en las costas del Pacifico mexicano: la tortuga golfina (Lepidochelys olivacea) y la
tortuga laud (Dermochelys coriacea). Se analiza la variacion en las secuencias de la region control del ADN
mitocondrial (tortuga golfina) asi como en loci de microsatélites en el ADN nuclear (ambas especies). Los
resultados nos permitirdn: (1) cuantificar el grado de estructuracién y aislamiento reproductivo entre
colonias anidadoras asi como (2) estimar los niveles de variabilidad genética y (3) el grado de intercambio
genético entre poblaciones. Como consecuencia, se podra delimitar las UM en estas especies,
conocimiento requerido para fundamentar los programas de conservacién tanto en el ambito local (México)
como regional (Pacifico oriental). Al correlacionar estos resultados con informacién derivada de estudios
previos sobre patrones de migracion, tamafio poblacional, distribucién geogréfica y diferenciacion genética
a nivel mundial, nos permitird también reconstruir la biogeografia e historia evolutiva reciente de las
especies dentro de la region de estudio.
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1. INTRODUCCION

Las tortugas marinas modernas se agrupan en dos familia que integran a siete especies distribuidas en
los mares tropicales y subtropicales del mundo. En la familia Cheloniidae se encuentran las tortugas de
caparazon constituido por placas 6seas o concha dura, con seis especies. Estas son, la tortuga verde (Chelonia
mydas), la caguama (Caretta caretta), la kikila (Natator depressus), la carey (Eretmochelys imbricata), la
golfina (Lepidochelys olivacea) y la lora (L. kempii). Algunos especialistas consideran a la tortuga verde del
Pacifico oriental, también denominada Chelonia agassizii, como una octava especie. En la familia
Dermochelyidae se encuentra una sola especie, la laud (Dermochelys coriacea), y son tortugas que tienen un
caparazon parecido a un cuero grueso y flexible carente de placas dseas.

Estas especies permanecen casi toda su vida en el mar y han desarrollado modificaciones
anatomicas para su adaptacion a la vida acuatica. Sin embargo, como vestigios de su origen terrestre
incursionan sobre playas arenosas tropicales para incubar sus huevos. Las especies y atin poblaciones de
una misma especie, difieren en sus ciclos estacionales, la amplitud de su distribucion geografica y el
comportamiento. Por ejemplo, algunas especies realizan extensas migraciones entre los sitios de
alimentacion y de anidacion. Cuando esto sucede, el desgaste de las travesias y los requerimientos
energéticos para la produccion de huevos, condicionan fisioldgicamente la periodicidad reproductoras de las
hembras a uno, dos, tres o cuatro afios. Los machos y las hembras migran a las areas de reproduccion y se
aparean en aguas cercanas a los sitios de anidacion. Unicamente las hembras salen a las playas durante la fase
del desove. El numero de huevos en cada nidada es de 50 a 160 y depositan de 1 a 7 nidadas por temporada,
segun la especie. Los altos niveles de fecundidad contrarrestan la elevada tasa de mortalidad de las tortugas
marinas durante el proceso de crias a la fase adulta. Algunos autores estiman que en condiciones naturales,
la proporcién de sobrevivencia vs. mortalidad es de 1:1000 y otros de 1:10,000.

Los huevos permanecen en los nidos a una profundidad de 40 a 70 cm, durante un periodo de 45-60
dias dependiendo de la especie y de la temperatura de incubacion (que también determina el sexo de las
crias). Al concluir el periodo de desarrollo, los neonatos ascienden a la superficie y se dirigen
inmediatamente al mar, habiendo recibido durante su estancia en la fase terrestre una «impronta» (no se
sabe el tipo de informacion adquirida, sin embargo se ha especulado que «guardan» una memoria sobre las
caracteristicas fisicoquimicas de su playa de origen, que permitird el regreso a su sitio de nacimiento una
vez que alcancen la edad de primera reproduccion.

En el mar, las crias se integran a la comunidad pelagica durante periodos de unos cuantos meses a
varios afios, segun la especie. Ya como juveniles, cambian sus hébitats hacia zonas someras protegidas, como
bahias y estuarios. El desarrollo a la madurez sexual se prolonga durante varias décadas antes de regresar
como adultos para reproducirse a las playas de su nacimiento.

Estas son caracteristicas compartidas por todas las especies. Sin embargo, existen diferencias entre
las especies que estan relacionadas con los habitos alimenticios (especialmente de los juveniles y adultos),
distribucion geografica y rutas migratorias que las distingue y que explica muchas de las diferencias entre
las especies en el grado de afectacion por las actividades del hombre. Las caracteristicas mas conspicuas para
cada una de las dos especies investigadas son descritas en los parrafos subsiguientes. No se pretende hacer
una revision exhaustivos con los datos aqui presentados, estdn basados en documentos que incluyen, entre
otros, los Planes de Recuperacion de las agencias de pesquerias y vida silvestre de EUA, la revision de
Marquez (1990) asi como en trabajos realizados principalmente en México.

En general, las tortugas marinas representan uno de los grupos marinos mas sujetos al uso y
veneracion tradicional de las comunidades costeras en las zonas tropicales del mundo. También tienen un
largo antecedente historico de explotacion comercial, al principio artesanal y mas recientemente (en los
ultimos siglos), que lleg6 a alcanzar niveles vastos e intensivos. Esta practica contribuydé de manera
significativa al colapso y extincién de muchas de las poblaciones de tortugas marinas a lo largo del mundo.
Varias de estas eran poblaciones gigantezcas que ahora han desaparecido. Las evidencias de poblaciones
reducidas, principalmente por actividades antropogénicas se encuentran documentadas a lo largo de su
distribucion global. Para las poblaciones de las tortugas golfina y laud, las tendencias poblacionales en el
Pacifico hacia la baja ha sido documentada en la ltima década (Eckert, 1993) particularmente para la
segunda especie que ha sufrido desplomes en sus tamafios
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aln mas recientemente (Eckert y Sarti, 1997).

Los principales factores causales de las disminuciones en las tortugas marinas han sido la
extraccion directa en niveles insostenibles de adultos o de huevos, |a captura incidental (por diversas artes de
pesca enfocada a otras especies pero que ocurren en sitios de alimentacion o migraciéon de las tortugas
marinas) y, mas recientemente, la modificacion o degradacion de habitats criticos (p. €., los de
reproduccion)

La disminucién drastica ha provocado que todas las especies estén catalogadas en las diversas
listas como organismos amenazados o en peligro de extincion- en la Lista Roja de la UICN (Unién Mundial
para la Naturaleza); en el Apéndice | de la CITES (Convencion Internacional sobre el Comercio de las
Especies Amenazadas o0 en Peligro) y de la CMS (Convencidn para Especies Migratorias, o Convencion de
Bonn), entre otras. En México desde 1994 todas las especies de este grupo que se encuentran en aguas
territoriales, estan catalogadas por la Norma Oficial Mexicana NOM-0059-94, como en peligro.

Por lo anterior, resulta obvio que una conservacion efectiva para estas especies requiere del concierto
entre € meor conocimiento de sus habitos, de su distribucién geogréfica, la estructura genética de sus
poblaciones para derivar las mejores practicas de manejo que por un lado fomenten el crecimiento de las
tortugas marinas y contrarresten los impactos nocivos del hombre.

Biologia de las especies

Tortuga golfina, Lepidochelys olivacea

Nombres comunes: golfina, pinta, frijolillay caguama (lora en algunos paises de Centroamérica).
Taxonomia: En 1829, Eschscholtz la describié bajo el nombre de Chelonia olivacea.

Posteriormente fue ubicada en el género Lepidochelys por Fitzinger (1843)

Descripcion: Las tortugas del género Lepidochelys son las mas pequefias de |as tortugas marinas que
xisten actualmente. Los adultos pesan entre 30 y 45 kg., €l largo del carapacho en linea recta es de 55 a 75
cm.

A diferencia de otra especie de este género, L. kempii, las golfinas tienen mayor atura corporal
(carapacho mas elevado y aplanado en la porciéon dorsal). El carapacho es redondeado, con escudos
marginales convexosy  dirigidos ligeramente hacia arriba. Carapacho sin fontanelas laterales, de color

olivo amarillento, tiene cinco escudos centrales, 5, 6 0 méas pares de escudos
laterales. El plastron presenta un poro en cada uno de lo escudos inframarginales.
Q El didmetro de los huevos es 40 mm aprox. y €l peso varia entre 30 y-37 g. Las

N crias miden de 3.1-4.4 cm del largo del carapacho y pesan entre 14-21 g.

‘qﬁm Alimentacion : Latortuga golfina es predominantemente carnivora, capaz

G

'i‘f "+ de comer un solo tipo de alimento por largos periodos. Por eemplo, las

'_i:" ! %" poblaciones que se localizan en las costa occidental de Baja California, se

alimentan exclusivamente de la langostilla Pleuroncodes planipes. Sin embargo,

i ‘ existe una lista documentada de la amplia variedad de alimento que consumen

3‘}. 'ﬁ- tanto de la comunidad del bentos como del necton: camardn, medusas.

= i cangrejos, caracoles, tunicados y, en algunas éareas, también de algas (Mérquez,
1990)

Lepidochelys olivacea Crecimiento: Lainformacién sobre el crecimiento de las tortugas golfinas

(ilustracion tomada de WATS, €N €l medio natural no esta bien definida. Sin embargo, se tienen evidencias de

1983) gue los adultos contintan creciendo adn después de alcanzar la edad de primera

reproduccion, estimada por Marquez (com.pers.) entre los 10-15 afios.

Reproduccion El apareamiento puede ocurrir durante la migracion a las areas de reproduccion, pero
generalmente se ha observado frente a las playas de anidacion, antes y durante la temporada. El periodo de
anidacion generalmente es durante el verano y otofio. En algunas playas es posible observar hembras
anidando durante todos los meses del afio. La fecundidad promedio para esta especie se ha estimado en 285
huevos por estacion y 95 huevos por desove.

Distribucion de las poblaciones. Por mucho, esta es la especie mas abundante en las costas del
Pacifico oriental. Su &rea de distribucion es esencialmente tropical. Observaciones de la Comision
Interamericana del Atan Tropical (CIAT), muestran una distribucién estacional paralatortuga golfina. Los
valores del indice de frecuencia relativa de ocurrencia (FRO) son generalmente altos cerca de las costas de
Centro y Sudamérica
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durante los meses pico de la anidacion (julio a diciembre, Pitman?) . Sin embargo el FRO para México
siempre es bajos, a pesar de la alta densidad de anidacion de la poblacion reproductora de Oaxaca.

Ademas de la distribucion estacional, también se ha encontrado una distribucion diferencial por sexo
y talla. Juveniles de esta especie se han localizado en las areas de alimentacién de Ecuador y Colombia.
También se les ha observado en el Pacifico mexicano en zonas caracterizadas por su alta productividad: la
region del Istmo de Tehuantepec, en el Golfo de California y en el margen occidental de la peninsula de
Baja California. Informes de la CIAT indican que la distribucion de esta especie abarca desde los 30° N a los
15° S. Los registros de la CIAT clarifican que las dos areas mas importantes para la tortuga golfina en el
Pacifico oriental son las costas de Centro América y las areas de alimentacion y desarrollo de Colombia y
Ecuador. Las anidaciones aparecen desde el sur de Sonora y Baja California Sur (México) hasta Colombia.
También se encuentran individuos en zonas de alimentacion en aguas del sudoeste de EUA y, en menor
densidad, en aguas de Peru y Chile. En el Océano Atlantico, las golfinas ocurren ampliamente pero en menor
abundancia en la costa oriental de la Guyana Francesa y la noroccidental de Guyana. Existen también
anidaciones escasas de esta especie en la costa de Brasil. Es la tnica especie que, en algunas colonias,
manifiesta el fenomeno de "arribazones" (anidaciones masivas) en las que decenas a centenas de miles de
hembras anidan a lo largo de las 1-3 noches que dura la anidacion.

Habitat: Fuera de sus areas de anidacion, los adultos de esta especie se les localiza en habitats
neriticos, desplazandose o descansando, manteniéndose a la deriva por periodos prolongados. También se ha
observado que realizan inmersiones hasta los 200 ni de profundidad.

Migraciones: En el Pacifico oriental, las tortugas golfinas efectiian sus migraciones principalmente a
lo largo del margen continental, se desplazan en forma gregaria formando "flotillas" de varias decenas,
cientos o miles. No se le conocen migraciones transoceanicas regulares.

Situacién actual: Segun los criterios de la UICN y de la Norma Oficial Mexicana NOM-059-
ECOL-1994, la tortuga golfina se encuentra catalogada como especiec EN PELIGRO. Los criterios
aplicados se han fundamentado fuertemente en los desplomes significativos observados para colonias
reproductoras con amplios antecedentes de conformar arribazones (por ejemplo, las que llegaban a las playas
de Piedra de Tlalcoyunque, Guerrero y el Playon de Mismaloya, Jalisco- ambas en México) ocurridos
después de la sobrepesca en la década de los 60's y la sensible disminuciéon en la densidad y numero de
arribazones en Escobilla, Oaxaca (México) en el periodo de 1977 a 1988 y en Nancite, Costa Rica en los
ultimos afios (R. Valverde, pers. com.) .

No obstante, la demografia mostrada en las ultimas seis temporadas indican incrementos en el
numero de anidaciones estimadas, por lo menos a lo largo de la costa de México. Esta tendencia, sugiere que las
poblaciones de esa region debe darsele un seguimiento mas cuidadoso para analizar su condicién real a
nivel regional.

Principales amenazas: En México las principales amenazas para la golfina son la extraccion de
huevos y tortugas en playa. También son afectadas por la pesca ilegal y la captura incidental por artes de
pesca destinadas a otros recursos marinos. La degradacion del habitat principalmente por desmonte y cambio
de uso del suelo del habitat adyacente a la zona de anidacion, la contaminacion de la playa y de la zona
costera, son factores que estan incidiendo en el menoscabo de las poblaciones. Los niveles de impacto real
no se han evaluado con precision en la mayor parte de sus areas de distribucion.

Tortuga lald, Dermochelys coriacea
Nombres comunes: tortuga laud, garapacho, siete filos, tinglado, machincuepo, tortuga de canal.
Taxonomia: El nombre genérico Dermochelys fue introducido por Blainville (1816). El nombre
especifico coriacea fue usado por Vandelli (1761) y adoptado por Linneaus en 1766
Descripcion: Esta es la mas grande de las tortugas marinas vivientes y es tan diferente del resto que
se ha clasificado en una familia distinta: Dermochelyidae. Mientras que las otras tortugas tienen placas
oOseas cubiertas por escamas de naturaleza cornea en el carapacho, el de ésta tiene una piel gruesa y continua,
interrumpida por siete quillas longitudinales que se unen en la porcidon distal del carapacho. Las aletas
anteriores son proporcionalmente mas largas que en otras tortugas marinas, alcanzando unos 270 cm en el
adulto. El largo curvo del carapacho en hembras adultas varia entre 137 y 183 cm. En los adultos, la
epidermis en la parte dorsal
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es predominante negra con un nimero variable de motas blancas. El area ventral es de color gris rosado
con manchas blancas.

Alimentacion: Se alimentan de medusas, tunicados, sifon6foros y salpas. La alimentacion de estos
organismos ocurre a profundidades que frecuentemente rebasan los 50 m
y en ocasiones alcanzan 1,300 m o mas.

Crecimiento: No se tiene informacion sobre la tasa de
crecimiento de juveniles en su medio natural. Una de las causas
principales es el hecho de que la distribucion de fase de los juveniles es
practicamente desconocida. En cautiverio el problema se agudiza debido
a la baja tasa de sobrevivencia (un promedio de dos afios) bajo estas
condiciones.

Reproduccién: Existen evidencias indirectas de que los
apareamientos ocurren antes o durante la migracion a la playa de
anidacion (Eckert y Eckert, 1988). El comportamiento de las hembras
durante el proceso de la anidacién es similar al de las otras tortugas
marinas. La laud tiene un ciclo de anidacion de entre 2 y 3 afios, oviposita
de cuatro a cinco veces por temporada. En cada nido depositan entre 61 y
126 huevos de dos tipos. Una proporcion (40-85) son huevos viables de
color blanco y forma esférica, de 4.5 a 6 cm de diametro. El resto (20-
50) no son viables, de color blanco, varian en forma y tamafio, son mas
pequefios y carentes de yema o vitelo. Un problema comin en la
sobrevivencia de la crias es el hecho de que las hembras prefieren

Dermochelys coriacea playas de alta energia, expuestas a modificaciones bruscas por ello las
(ilustracién tomada de WATS. 1983) nidadas se pierden frecuentemente debido a la erosion.

Las principales areas de concentracion para la anidacion en el
continente americano se localizan en el Pacifico oriental, principalmente en los estados de Guerrero,
Michoacan y Oaxaca.

Distribucion de las poblaciones: La laud es la especie mas ocednica y migratoria de las tortugas
marinas ademas que, gracias a singulares adaptaciones fisiologicas que le permite sobrevivir en ambientes
frios, alrededor del continente americano se le encuentra en el Pacifico desde Canada hasta Chile y desde
Labrador (Canada) hasta Mar del Plata (Argentina) en el Atlantico.

Habitat: a pesar de que se le considera la mas pelagica de todas las tortugas, son escasos los registros
de su presencia en mar abierto (Marquez, 1990 y Pitman, 1993). Los requerimientos de habitat de los
juveniles y neonatos son practicamente desconocidos

Migraciones: Las laud realizan migraciones mas extensas y se acercan a latitudes de aguas mas
frias que cualquier otro reptil marino (Pritchard, 1976). Abarcan aguas boreales, templadas y tropicales
probablemente optimizando oportunidades tanto de anidaciéon como de alimentacion.

Situacion actual: Se le considera EN PELIGRO de extincidon dentro de toda su distribucion global
por la UICN, en la Norma Oficial Mexicana (NOM-059-EOL-1994), en el Acta de Especies en Peligro de los
EUA y esta incluida en el Apéndice 1 del CITES.

En el Pacifico, las poblaciones de latid se encuentran en severa declinaciéon. Una evaluacion
reciente (Sarti el al.,1996) realizada en la region del Pacifico mexicano, considerada por diversos autores
como el sostén de la mitad de toda la poblacion global, ha mostrado un descenso alarmante en sus registros
durante los ultimos 10 afios. La tltimas cifras estiman que en la region del Pacifico mexicano durante la
temporada 1995-1996 anidaron menos de 1,000 hembras. Se les captura incidentalmente en las pesquerias
pelagicas de palangre en el Pacifico Norte en cantidades que, considerando estas declinaciones, muy
probablemente representen un impacto significativo. Las tendencias observadas hace que los planes de
recuperacion de esta especie deban considerarse como de alta prioridad (Bolten et al., 1996).

Principales fuentes de impacto: Las principales fuentes de impacto antropogénico las constituyen la
extraccion de las nidadas en la playas de anidacion, la captura incidental en palangres y redes de deriva
para la pesca comerciales en zonas pelagicas y en redes agalleras en otras zonas. Debido a sus habitos
alimenticios, las laid también ingieren una amplia gama de desechos que flotan en el mar: bolsas y
pedaceria de diferentes plasticos, aglomeraciones de chapopote, etc. con consecuencias que podrian ser
nocivas para las tortugas.
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Desgraciadamente atin no se conocen los niveles de impacto por estos habitos. Se le captura en ocasiones
incidentalmente por flotas de pesca comercial de camarén.

Problematica de las especies

¢Por qué son susceptibles las tortugas marinas a la extincion?

La preocupacion por la extincion de las tortugas marinas esta basada en las evidencias ampliamente
documentadas de la extirpacion completa de muchas poblaciones y dramaticos colapsos en otras. En la
actualidad, con excepcion de la kikila que se considera como especie vulnerable a la extincion, las demas
tortugas estan catalogadas como especies en peligro critico o en peligro por los nuevos criterios de la UICN
(UICN, 1994) que incrementan la objetividad al aplicar criterios de clasificacion que toman en cuenta, entre
otros elementos, factores que definen las tendencias poblacionales y un marco de tiempo relativo al tiempo de
generacion de la especie. En la actualidad solamente se tienen clasificadas las tortugas marinas como
especies, aplicando los procedimientos a la informacién disponible para su distribucion total, a nivel mundial.
Se espera que en futuro, en la medida que se tenga la capacidad para identificar las poblaciones o stocks
individuales y se cuente con estimaciones de las tendencias demograficas en series de tiempo con las escalas
necesarias, se puedan aplicar los procedimientos a este nivel también.

Mientras que la persistencia de las tortugas marinas a lo largo de millones de afios refleja un éxito
evolutivo, muchos de los rasgos observados en los ciclos vitales de las tortugas marinas hace que,bajo
condiciones de explotacion, sean muy vulnerables a la extincion. En particular porque son organismos que
maduran sexualmente muy lentamente y sus habitos altamente migratorios hacen que el desenvolvimiento del
ciclo de vida utilice una variedad de habitats, dispersos en areas muy extensas (abarcando, inclusive, aguas
territoriales de varios paises) y durante periodos prolongados. Estos rasgos dificultan su estudio y complican
su conservacion y proteccion ya que para lograrla de manera efectiva se requiere un conocimiento de los
diferentes habitats utilizados, asi como los requerimientos de las diferentes fases del ciclo vital y la
naturaleza y magnitud de las presiones que les afectan.

La determinacion del estado de una especie se basa en una evaluacion de tendencias demograficas con el tiempo,
y del balance entre animales jovenes y veteranos. Debido a que es extremadamente dificil realizar censos de
las tortugas en el mar abierto, normalmente se obtienen estimaciones de las tendencias poblacionales por medio
de muestreos representativos de alguna fase de desarrollo. En el caso de estas especies, cominmente se usa el
numero de hembras anidando en playa y sus tendencias de las fluctuaciones demograficas observadas a largo
plazo proporciona estimadores del estado de la poblacion.

Disminuciones en los tamafios de las mismas pueden incrementar la susceptibilidad a la

extincion ya que poblaciones pequeias o
reducidas son mas vulnerables a los
impactos de eventos catastroficos de
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por alto la normatividad vigente para cada pais. En México y otros paises, por ejemplo, donde se tiene
desde 1990 una veda permanente sobre la captura o comercializacion de las tortugas marinas o sus
productos, alin persisten practicas de captura directa con trasmallos en algunas regiones que ponen en riesgo
los programas de conservacion afectando la fase de reproductores y pre-adultos en corredores migratorios.

Entre las amenazas antropogénicas mas importantes que afectan a la sobrevivencia de las tortugas
marinas se tiene la mortalidad por captura incidental en diversas artes de pesca comercial disefiadas para
otras especies. Incluyen, ademas de otras, las redes de arrastre para la captura del camardn que, como caso
especial en el contexto del presente trabajo se vera con mayor detalle en la siguiente seccion.

La destruccion, degradacion o modificacién de habitats (particularmente areas de reproduccion)
también disminuyen la capacidad reproductiva de las tortugas marinas. En este ultimo rubro se incluyen los
desarrollos turisticos en playa que, como varia regionalmente, afecta a las especies en distinto grado
dependiendo de su distribucion (ver seccidon anterior).

Habitos migratorios.

La extension geografica del ciclo completo de las tortugas marinas es extremadamente grande,
abarcando circuitos de varios cientos o miles de kilometros y muchas veces extendiéndose a través de
jurisdicciones territoriales de varias naciones. Esta caracteristica acarrea importantes implicaciones para el
manejo. Significa que cualquier menoscabo que sufran las poblaciones en una porcion de su distribucion,
ocasionara repercusiones observables en el resto. Ademas, el comportamiento de las tortugas marinas
también causa que en algunos sitios de alimentaciéon y en corredores migratorios, converjan tortugas
originarias de varias colonias. Donde ocurre esta mezcla de poblaciones se complica notablemente la
conservacion de las especies ya que, ademas de requerir la competencia de diversos paises es necesario
poder identificar las colonias individuales y la proporcion de su ocurrencia en las mezclas.

Fidelidad a los sitios de anidacion.

No obstante su habitos migratorios, las tortugas marinas son muy especificas en el lugar donde
anidan, regresando a la misma playa en sucesivas migraciones para la reproduccion. Pero lo que es maés
impresionante es que para su primera anidacion, las hembras tienden a regresar a las playas donde nacieron
("filopatria"). Este hecho tiene importantes implicaciones para el manejo. Primero, cada colonia anidadora
tiende a comportarse como unidad poblacional con demografia independiente. Segundo, este nivel de
estructuracion significa que las colonias que sufran merma o colapsos por cualquier causa (natural o
antropogénica) no podran recuperarse a través un reclutamiento natural proveniente de poblaciones
externas, por lo menos dentro de las escalas de tiempo relevantes para fines de manejo.
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3. ANTECEDENTES

En la ultima década se ha fortelecido la llamada Biologia de la Conservacion que se aboca a tres
objetivos principales: 1) el mantenimiento de la viabilidad de las poblaciones y especies; 2) el mantenimiento
del potencial evolutivo de las poblaciones, por medio de la diversidad genética inherente; y 3) el mantenimiento
de la capacidad para la especiacion. Estos objetivos se han abordado de diversos angulos, a partir de diferentes
disciplinas por lo que la Biologia de la Conservacion requiere escencialmente un enfoque multidisciplinario,
entre ellas la Genética.

Dentro de las contribuciones que ejerce el enfoque molecular de la genética a este nuevo campo esta
la caracterizacién a nivel genética de las poblaciones para evaluar los niveles de variabilidad que contienen,
tanto dentro de las poblaciones como entre ellas. El conocimiento de los niveles de variabilidad genética son
importantes ya que se considera que reducciones en este parametro reduce la capacidad para adaptacion de los
organismos y se incremente el riesgo de extincion (Frankham, 1995).

La capacidad para identificar las caracteristicas genéticas de las poblaciones es también util para otro
propésito que impacta sobre la capacidad de conservar los recursos: la demarcacion de las unidades
demograficas en las poblaciones naturales. La identificacion de estas unidades, también conocidas como
"stocks" en pesquerias, ha sido complicado anteriormente. Por ejemplo, algunos métodos usados para este
proposito en especies de importancia pesquera, se han basados en la aplicacion de marcas fisicas, diferencias
en aspectos ecologicos entre poblaciones, distribucion diferencial de parasitos, caracteristicas meristicas y
morfométricas, carcteres fisiologicos y de comportamiento, estructuras calcificdas, citogenéticas,
inmunogenéticas, proteinas y finalmente, en las tGltimas décadas, marcas moleculares (Carvalho y Hauser,
1995). Estos ultimos se han desarrollado rapidamente, transformandose en herrarmientas con una excepcional
capacidad de resolucion y eficiencia, contando con unas mismas técnicas y variables aplicables a diferentes
especies y a diferentes niveles de diferenciacion genética.

En el ambito del manejo de recursos naturales, la identificacion de las unidades demograficas basicas
es necesario para modular y enfocar los esfuerzos hacia las diferentes unidades que, al comportarse como
unidades reproductoras independientes, tendran también dindmicas de crecimiento y niveles de condicion
independientes. De este procedimiento no solo delimitan la distribucidon geografica de las poblaciones, sino
también se pueden inferir niveles de flujo génico y las relaciones evolutivas entre ellas.

No obstante, ya que las herramientas de la genética molecular permiten identificar unidades
poblacionales dentro de una gama amplia de diferenciaciéon genética- desde poblaciones gemelas hasta
diferentes especies- es necesario definir y demarcar los limtes de trabajo de estas diferencias detectables,
ademas de su significado y aplicabilidad para los fines de manejo o conservacion, de acuerdo a los objetivos
y la escala de tiempo de los mismos. De esta manera, el nivel optimo de resolucion del analisis genético
podra ser utilizado. En este sentido, Moritz (1994), distinguié dos distintos niveles de resolucion de la
demarcacion genética de las poblaciones: 1) conjuntos de poblaciones que se han mantenido aislados
evolutivamente durante un periodo prolongado y han acumulado diferencias genéticas substanciales, los
cuales denominé Unidades de Significancia Evolutiva (ESU, por sus siglas en inglés) y 2) las poblaciones
cuyo nivel de diferenciacion no es tan marcado pero que sin embargo, al comportarse como unidades
independientes reproductivamente, han acumulado discontinuidades significativas en las frecuencias
individuales de conjuntos de alelos compartidos. Estas tltimas, sinénimos de los "stocks", son denominadas
unidades de manejo (UM) por su utilidad para los propoésitos de la conservacion y manejo de las poblaciones
arriba mencionados. En muchos casos, la utilizacion de los marcadores genéticos para la identificacion de las
UM representan la tinica opcion expedita para estos propositos y se han constituido como puntos de apoyo
para la toma de decisiones en programas de conservacion y manejo (Avise, 1966), en conjunto con otras
consideraciones dentro de otros ambitos; politicos, econémicos y sociales.

Aplicaciones de la genética molecular en las tortugas marinas

Los trabajos precursores de genética molecular en tortugas marinas se remontan a Bonhome et al.
(1987) quienes utilizaron alozimas para estudiar la tortuga verde C. mydas. La escasa capacidad de resolucion
de esta técnica imposibilitd la deteccion de diferencias encontradas mas adelante. Sin embargo, se pudo
distinguir entre poblaciones del Atlantico y del Indo-Pacifico, mas no entre muestras del Pacifico e Indico. La
implementacion de metodologias para analizar la variacion genética directamente en el DNA inici6 con
estudios de polimorfismos en las longitudes de fragmentos de restriccion (RFLPs, por sus siglas en inglés)
aplicado por Bowen a poblaciones
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de la tortuga verde (Bowen et al, 1992). Incrementos importantes en la precision del analisis surgieron a
partir de la posibilidad de secuenciar regiones especificas del DNA, primordialmente dentro del DNA
mitocondrial, gracias al desarrollo de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en
inglés). Esta técnica facilitd y abarat6 el estudio de la constitucion genética de poblaciones de organismos.
En tortugas marinas se determind la estructura genética de la tortuga verde en el Atlantico occidental
(Encalada e/ al., 1996), la tortuga carey en el Caribe (Bass et al., 1996), la laud (Dutton e/ al, 1999) y la
golfina a nivel global (Bowen e/ al., 1998)

Las relaciones sistematicas y evolutivas entre poblaciones de tortugas marinas ha estado sujeto a
polémicas de dificil resolucion debido a que los organismos presentan rasgos morfologicos extremadamente
conservados y que no se prestan facilmente a un analisis filogenético. A niveles altos de la clasificacion de
los quelonios sobrevivientes, las herramientas moleculares han resuelto dudas sobre la singularidad
especifica de la tortuga lora (Lepidochelys kempii) con respecto a su especie hermana, la tortuga golfina (L.
olivacea; Bowen y Karl, 1996); la mayor cercania evolutiva de la tortuga carey (Eretmochelys imbricata), con
habitos espongivoros, y la subfamilia Carettini (que incluye el género Caretta) de habitos carnivoros (Bowen
el al, 1993); la confirmacion de hibridizacion entre especies (inclusive entre diferentes géneros) de tortugas
marinas- Caretta con Chelonia, Caretta con Eretmochelys y Lepidochelys con Caretta (Bowen y Karl, 1996).

La identificacion de caracteres genéticos que identifica poblaciones tiene varias aplicaciones que
sirven, por ejemplo, para resolver algunas de las problematicas presentadas anteriormente. Una aplicacion de
las técnicas moleculares ha sido en el analisis de la composicion de las poblaciones (por lugar de origen) en
areas de convergencia corno sitios de alimentacion o rutas migratorias (Broderick et al., 1994, Bowen el al.,
1995; Bowen et al,, 1996). Por ejemplo, se pudo demostrar que de las 1,000 caguamas al afio capturadas
incidentalmente por los palangres y redes de deriva que varios paises emplean en el Pacifico del Norte, un
95% nace en colonias japonesas y el resto en playas australianas (Bowen et al., 1995). Todas convergen
para su desarrollo juvenil en la zona de alimentacidon localizada en aguas costeras de Baja California,
México. Asi, la jurisdiccidon sobre su conservacion es compleja, ya que compete a los varios paises que
comparten la poblacidon en diferentes fases de su ciclo vital. Mientras tanto, los impactos causados deben
analizarse en funcion de la frecuencia relativa de las UM's en la captura y de la condicion de cada una de las
colonias fuente. Sobre este punto se ha estimado una estabilidad actual relativa en la poblacion anidadora
de la especie en Japon mientras que las anidaciones en Australia tienden hacia la baja. Sin embargo, para
mantener niveles poblacionales saludables en ambas UM's es indispensable controlar la mortalidad de los
juveniles en las pesquerias aludidas (Bolten ef al., 1996).

Los niveles de flujo genético entre poblaciones también son amenos a evaluacion por medio de
marcadores moleculares y, en casos donde se comparan los resultados de diferenciacion en loci nucleares
(de herencia biparental) con los de loci mitocondriales (de herencia materna), es posible disinguir el flujo
génico mediado por las hembras de. aquel mediado por los machos. Asi, Karl ef al. (1992) encontraron que
mientras que las lineas maternas de las colonias reproductoras de la Isla Ascension y de Surinam son
disinguibles genéticamente, existe un reconocible flujo génico que afecta la composicion de loci nucleares,
sugiriendo un intercambio genético propiciado por el comportamiento promiscuo de machos, indistinamente
de su colonia origen, sobre hembras ficles a sus sitios de anidacion.

La tendencia de las hembras hacia la filopatria es otro de los aspectos que han sido elucidados con
marcadores moleculares. En términos genéticos, este fendomeno es reconocible por medio de diferencias
genéticas entre colonias que anidan en diferentes playas. Estudios de genética en la tortuga verde (Chelonia
mydas, Encalada et al., 1992), en la carey (Eretmochelys imbricata; Bass et al., 1996) y en la caguama (Caretta
caretta; Bowen et al.,, 1994) han demostrado que todas estas especies exhiben esta subdivision genética entre
colonias y confirman una marcada tendencia hacia el comportamiento de filopatria.

Conocimiento actual sobre la genética de las especies objeto de este

estudio

A pesar de que la tortuga golfina es una especie pantropical y la mas abundante de todas las
tortugas marinas, es también sobre la que menos se ha investigado. Esto podria obedecer al hecho de que no
abunda en regiones del mundo en donde se han dirigido la mayor parte de los recursos para la investigacion
de estas especies. Ademas, una buena parte de la informacion que si se recoge sobre esta especie ocurre en
paises en vias de desarrollo donde una buena parte de la informacidon permanece en la literatura "gris" como
informes técnicos,
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tesis o articulos de difusion con escasa circulacion. Aun asi, Pritchard (1969) plante6é un escenario sobre el
proceso de colonizacion de esta especie a través de las cuencas oceanicas que ahora ocupa, y Marquez
(1976) sobre la posible diferenciacion de la especie dentro del Pacifico oriental.

Bowen et al. (1993), usando secuencias del citocromo b, compararon las relaciones evolutivas entre
las especies de tortugas marinas, incluyendo Dermochelys y Lepidochelys. En el trabajo mas completo
sobre las filogenia de este grupo, Dutton et al. (1996) utilizaron secuencias del ND4-tRNA leucina y de la
region control.

Ambas especies han sido objeto de estudios recientes sobre su filogeografia global. En tortuga
golfina, Bowen et al. (1998) utilizaron secuencias de la region control del DNA mitocondrial, para abordar las
predicciones de Pritchard sobre los patrones de colonizacidon de la especie en las cuencas oceanicas y
demostrar una diferenciacion significativa entre las grandes regiones. En latd, Dutton et al. (1999), también
usaron secuencias de la region control. En este caso, la divergencia evolutiva encontrada fué mucho mas
somera que en el resto de las especies estudiadas aunque existen fuertes subdivisiones a nivel global y
dentro de cuencas a pesar de la extensa capacidad migratoria de la especie.

El presente es un estudio pionero para las tortugas golfina y latd en la region. Extiende y profundiza
los trabajos de genética sobre estas especies, enfocando sobre las colonias anidadoras de mayor importancia
en la costa del Pacifico mexicano, que constituyen para ambas especies, de las mas abundantes en el
mundo.
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4. OBJETIVOS DEL PROYECTO

Objetivo general
Analizar las relaciones genéticas entre las principales colonias reproductoras de las tortugas golfina
(Lepidochelys olivacea) y laud (Dermochelys coriacea) en el litoral del Pacifico mexicano.

Objetivos particulares

e Instalar y validar metodologias de aislamiento de DNA a partir de muestras de tejidos de tortugas
marinas

e Amplificaciéon de regiones especificas del DNA por medio de la reacciéon en cadena de la
polimerasa (técnica de la PCR por sus siglas en inglés) y el subsecuente analisis comparativo entre
las poblaciones estudiadas. En la tortuga golfina se enfocod sobre la region control del DNA
mitocondrial ademds de loci de microsatélites en el DNA nuclear, en la latd se estudiaron loci de
microsatélites.

o Contrastar estos resultados, con los obtenidos en otras regiones con poblaciones de las mismas
especies al igual que con el resto de las especies de tortugas marinas.

e Analizar la composicion genética de las especies, en el area de estudio para validar la hipotesis de
la existencia de una estructuracioén en colonias individuales ("stocks", unidades "demograficas" o
"de manejo") con tendencias hacia la independencia reproductiva, como ha sido demostrado para
otras especies de tortugas marinas y en otras regiones.

e Cuantificar los niveles de variabilidad genética y su distribucion entre y dentro de las colonias
reproductoras para determinar si existe algin indicio de reduccion en los valores, como posible
consecuencia de las drésticas declinaciones documentadas para las especies bajo estudio

e Analizar las implicaciones de la informacion aqui generada, en programas de conservacion de
tortugas marinas a nivel nacional y regional

e Generar una tesis de maestria sobre genética poblacional de la tortuga laud (Ana Barragdn Rocha)
y dos sobre la tortuga golfina, una empleando secuencias de la region control del DNA
mitocondrial (Raquel Brisefio Duefias) y la segunda microsatélites del DNA nuclear (Felipe
Loépez)



Figura 5.1 Distribucién de los sitios de muestreo (ver Tabla 5.1 para la identificacion de las playas de anidacién).

60's, d) la siguiente escala geografica, comprendiendo otros sitios del Pacifico americano (la colonia
anidadora de golfinas en Playa Nancite, Costa Rica #I4), de gran importancia regional por ser una de las
colonias de arribazones de mayor tamafio en el ambito mundial, e) para tener una cobertura de cuenca, se
utilizaron muestras del Pacifico occidental (la colonia anidadora de Arnhem Land, Northern Territory,
Australia #17, en la region sur-occidental del Pacifico) (Tabla 5.1 y Fig. 5.1). Finalmente, para realizar una
comparacion de los niveles de diferenciacion genética entre especies del mismo género, se incorporaron
también muestras de L. kempii proporcionadas por el Dr. Brian Bowen.

Para la obtencion de muestras de tejidos de tortuga golfina, también se obtuvo la colaboracion de
bidlogos de campo, residentes en los campamentos de conservacion durante las temporadas de anidacion, en los
sitios de muestreo. Sus nombres aparecen en la seccion de agradecimientos.

Para la tortuga laud, se muestrearon las cuatro principales colonias anidadoras del pais:

* Playon de Mexiquillo, Mich. (#6)
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5. MATERIALES Y METODOS

Areas de Estudio

De acuerdo a lo sugerido por Norman et al. (1994), el area de estudio abarcé colonias de anidacion
representativas de la distribucién de la especie a diferentes escalas geograficas de la cuenca del Pacifico.

Se intentdé muestrear por lo menos una colonia anidadora de golfina en cada uno de los estados en la
costa del Pacifico mexicano, pero particularmente para el estudio con la region control del DNAmit, se tomaron
en cuenta los siguientes criterios- a) los extremos en la distribucion de su anidacion en la costa de México (#1
y #13, ver Figura 5.1 y Tabla 5.1), b) una playa de anidaciones masivas (La Escobilla, Oaxaca # 10), c) una
playa con antecedentes de arribazones, con una condicion actual de reduccion poblacional severa (Piedra de
Tlalcoyunque, Guerrero #7) seleccionada por haber reunido arribazones sustanciales todavia a finales de los
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Tabla 5.1 Colonias reproductoras de L. olivacea y D. coriacea que fueron muestreadas en la cuenca del Pacifico

1 4030 México Sinaloa El Verde ohvacea BITMAR, ICMyL 94, 95 56
UNAM

2 5010 México Nayarit Platanitos ohvacea BITMAR, ICMyL 96, 97 34
UNAM

3 6030 México Jalisco La Gloria ohvacea BITMAR, ICMyL 94, 95, 96 112
UNAM

4 7070 México Colima Chupadero ohvacea BITMAR, ICMyL 96 73
UNAM

5 8030 México Michoacan Maruata ohvacea |BITMAR, ICMyL 97 10
UNAM

ohvacea BITMAR, ICMyL 95, 96 22
UNAM

7 9030 México Guerrero Piedra de ohvacea [BITMAR, ICMyL 95 41
Tlalcoyunque UNAM

ohvacea BITMAR, ICMyL
UNAM

ohvacea BITMAR, ICMyL 96
UNAM
10 10030 México Oaxaca La Escobilla ohvacea BITMAR, ICMyL 93 22
UNAM

12 10050 México Oaxaca Morro Ayuta ohvacea |BITMAR, ICMyL 96 35
UNAM
13 11020 Meéxico Chiapas Puerto Arista ohvacea BITMAR, ICMyL 95 30
UNAM
14 50001 Costa Rica ND Nancite ohvacea BITMAR, ICMyL 93 18
UNAM
15 50003 Costa Rica | Guanacaste Playa Naranjo ohvacea BITMAR, ICMyL 88 5
UNAM
16 52001 Nicaragua ND Playa La Flor ohvacea BITMAR, ICMyL 95 27
UNAM
17 90000- Océano ND zona de alimentacion | ohvacea BITMAR, ICMyL 93, 95 48
90029 pacifico Pacifico Oriental* UNAM
18 100001 Australia Northern Fog Bay ohvacea |Laboratorio de ND 11
Territory Tortugas marinas,
FC UNAM
Total 782

ND= no determinado
*= aunque también se obtuvieron muestras de esta area de alimentacion y los tejidos se sumaron a la
coleccion de material genético, no se analizaron para los fines de este proyecto
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Tabla 5.2 Ubicacidon geografica de los sitios de muestreo en México

4030 Sinaloa Mazatlan 012 El Verde 23 26 106 34
5010 Nayarit Compostela 004 Platanitos 21 20 105 14
6030 Jalisco Tomatlan 100 La Gloria 19 56 105 27
7070 Colima Tecoman 009 Chupadero 18 41 103 47
8020 Michoacan Aquila 008 Colola 18 18 103 26
8030 Michoacan Aquila 008 Maruata 18 15 103 21
8100 Michoacan Aquila 008 Mexiquillo 18 5 102 48
9030 Guerrero Tecpan de 057 Piedra de 17 16 101 3
Galeana Tlalcoyunque
9110 Guerrero Cuajinicuilapa 023 Tierra 16 3 98 43
Colorada
10020 Oaxaca San Pedro 334 San Juan 15 58 97 47
Tututepec Chacahua
10030 Oaxaca Sta. Maria 439 La Escobilla 15 43 96 45
Tonameca
10040 Oaxaca Santiago Astata 453 Barra de la 15 50 95 57
Cruz
10050 Oaxaca Santiago Astata 453 Morro Ayuta 15 53 95 46
11020 Chiapas Tonala 097 Puerto Arista 15 55 93 48

NA= no aplicable

e Tierra Colorada, Gro. (#8)

e  Chacahua (#9) y Barra de la Cruz (#11 ), Oax.

Los muestreos de tejidos para esta especie fueron realizados por Ana Barragan con el apoyo logistico
y de personal estudiantil del Laboratorio de Tortugas Marinas (Facultad de Ciencias, UNAM).

Obtencién y preservacion de muestras

Debido a la situacion de ambas especies, catalogadas como especies en peligro de extincion, se tuvo
especial cuidado de impactar al minimo las poblaciones. De tal manera, se aprovecharon métodos de obtencion
de tejido que no representara el sacrificar ningiin animal- sangre extraida de hembras anidadoras o tejido
(musculo, corazon o higado) de crias muertas por causas naturales en el nido. En todos momentos se aseguro
que las muestras de crias provenian de madres distintas.

Muestras de tejido sélido

Las muestras de tejido solido (higado, corazéon o musculo), se colectaron de crias que morian antes de
la eclosion y que son recuperadas durante la revision rutinaria de los nidos. De esta manera se elimina la
necesidad de lastimar o sacrificar organismos durante la colecta. El material fue preservado de acuerdo al
protocolo de Proebstel ef al. (1993), modificado por Bowen (com. pers.). El fijador utilizado es conocido como
SED, (por las siglas en ingles de sus componentes), y consiste en una solucion saturada de NaCl, con EDTA y
DMSO al 20%, amortiguado a pH 7.5. Las muestras mantenidas en esta solucion, se pueden conservar por
varios meses a temperatura ambiente o en refrigeracion hasta por un afo

Muestras de sangre

Las muestras de sangre se extrajeron del seno cervical de hembras anidadoras, usando la técnica
descrita por Owens y Ruiz (1980), y se preservaron en un buffer litico de Sulfato Dodecil de Sodio (SDS)
conteniendo 100 mM Tris.HCI, 100 mM EDTA, 10 mM Na CI, 0.5% SDS a un pH de 8.0. La proporcion
sangre-amortiguador, se mantuvo en una relacion de 1:10, de acuerdo a lo recomendado por White y
Densmore (1992). Las muestras para el analisis genético, se conservan en este buffer litico y a temperatura
ambiente por periodos >1 afio, sin
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una degradacion sustancial del DNA.

Analisis bioquimico

Extraccion de DNA

En este trabajo, el DNA genomico total (suma del mitocondrial y nuclear) fue aislado por el método
de extraccion secuencial con fenol/ cloroformo/ alcohol isoamilico, seguido por precipitacion en frio con
alcohol etilico segun la técnica descrita por Hillis y Moritz (1990). Los productos del DNA, se almacenaron
siempre en una solucion de Tris-EDTA amortiguada a un pH = 8.0 y una temperatura de -20°C.

Las muestras de tortuga golfina fueron extraidas por Raquel Brisefio, en el Laboratorio de Genética,
de la Unidad Académica"Mazatlan" del ICMyL-UNAM vy algunas en el Laboratorio de Analisis Genético del
Dr. Brian Bowen, del Instituto de Desarrollo Biotecnolégico de la Universidad de Florida en Gainesville
durante una estancia de trabajo. Las de latd fueron extraidas por Ana Barragan en la Facultad de Ciencias
y en el laboratorio de Genética y Evolucion del Instituto de Ecologia, ambos de la UNAM.

Cebadores para la amplificacion del DNA

A partir del DNA total se procedio a amplificar los loci especificos que habian sido seleccionados
debido a su polimorfismo en las especies, usando cebadores ("primers") desarrollados a partir de tortugas
marinas en su mayoria (con la excepcion de N32 que se derivo de tortugas terrestres, Tabla 5.3). La
identificacion de loci polimoérficos en la tortuga golfina fue lograda por medio de una estancia de trabajo del
responsable con el Dr. Peter Dutton en el Soutwest Fisheries Science Center, NMFS-NOAA. En la tortuga
latid se conocia de antemano el grado de variabilidad de estos loci (Dutton, 1995).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Region control en tortugas golfina

Las condiciones de reaccion para la amplificacion por PCR estan descritas en las Tablas 5.4 y 5.5.
Los productos de la amplificacion para los distintos loci fueron primero analizados en geles de 10 x 10 cm de
agarosa al 3% para verificacion de existencia de producto y de su tamafio con respecto a estandares de tamafio
molecular (medido en pares de bases, bp) el cual generalmente fue ®X174/Haelll que presenta varios
fragmentos entre 72 y 1353 bp's (Figura 5.2)

Al final de las amplificaciones, los productos fueron limpiados con filtros Millipore 30,000 MV®
Ultra-Free-MC y enviados a secuenciar en una estacion robotizada Applied Biosystems 800 y 373A en el
DNA Sequencing Core de la Universidad de Florida, Las secuencias obtenidas fueron alineadas
inicialmente por el mismo secuenciador usando el algoritmo de Sequencher y posteriormente con el
programa Clustal X (Thompson

Figura 5.2 Electroforesis en agarosa de los productos de PCR para la region
control del DNAmt de tortuga golfina
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Tabla 5.3 Cebadores utilizados para ambas especies y sus secuencias

Lepidochelys LTCMI Region control del DNA R s \Allard et al.

olivacea mitocondrial (hebra pesada) 5’CCCAAAACCGGAATCCTAT 3° (F) (1994)
Lepidochelys HDCMI Region control del DNA 5" ACTACCGTATGCCAGGTTA 3° (R) |Allard et al.
olivacea mitocondrial (hebra pesada) (1994)
Lepidochelys Ccm72 Mi i DNA | 5" CTATAAGGAGAAAGCGTTAAGACA 3°(F) [FitzSimmons et
olivacea m icrosatelite en nuclear | 5> cCCAAATTAGGATTACACAGCCAAC 3’ (R) il (1995)

1 5" TGTTTTGACATTAGTCCAGGATTG 3’ (F FitzSi t
Lle.p idochelys Cm84 Microsatélite en DNA nuclear 5 ATTGTTATAGCCTATTGTTCAGGA 3° ((R)) a; Z(1191’19121’)IOIIS ¢
olivacea .

] . . 5’ TAGTACGTCTGGCCTGACTTTC 3’ (F FitzSi t
é%ﬁihelys Cel4l Microsatélitc en DNA nuclear 5 CAGCAGGCTGCTAGTTCTCCA 3° (i{)) ol Z(119n912r)10nS e

. > CA ATTTTTT ATTG 3’ (F
D er mochelys DC99 Microsatélite en DNA nuclear 5 .ZT%TS/E(C:}C ATA AG"I(“:"I(“:TCTCG"SGSG (3’)(R) Dutton (1995)
coriacea
Dermochelys Nigra32 5’ CGTGTGTTTGGACAGAAGATGAAC 3’ (F)  [Louis com. Pers.
coriacea Microsatélite en DNA nuclear 5> AGGCAAAGCACCTGCAAATC 3’ (R) Citado en dutton

(F)= para amplificacion de la hebra pesada ("Forward")
(R)= para amplificacion de la hebra ligera ("reverse")

Tabla 5.4 Protocolo para el termociclaje de la amplificacion de la region control
del DNAmit en tortuga golfina

1 95.0 01:00 35
2 50.0 01:00
3 72.0 01:00

3 72.0 03:00 FIN

et al., 1994). La amplificacidon y secuenciacion de las muestras de golfina se llevaron a cabo durante una
estancia en el laboratorio del Dr. Bowen, en la Universidad de Florida.

Microsatélites del DNAnuclear en tortugas golfina

Para la amplificacion de los loci de microsatélites en tortugas golfinas se utilizé el mismo
protocolo y condiciones del termociclador que para la region control. La amplificacion de las muestras
de El Verde, Sinaloa y de Escobilla, Oaxaca fueron realizadas en el Laboratorio del Dr. Dutton (SW
Fisheries Science Center del Servicio de Pesquerias Marinas de EUA, SWFSC-NMFS-NOAA), mientras
que el resto fueron procesadas en el Laboratorio de Genética de la Unidad Académica Mazatlan del
ICMyL.

Mientras que los productos de la amplificacion de las muestras procesadas en el SWFSC fueron
analizadas siguieron el protocolo descrito para el material de tortuga latud, el resto fue corrido en el
LGUAM en geles de poliacrilamida de 8% y visualizadas con unciéon de plata de acuerdo a la técnica
descrita por Bassam y Caetano-Anolles (1993, ver figura 5.3). Una vez obtenida la resolucion de los
electroferotipos se procedid a identificar los alelos, catalogarlos y interpretar los genotipos, con base a
patrones de estindares de peso molecular. Todas las designaciones se realizaron con base en el nimero
correspondiente de pares de bases (bp por sus siglas en inglés) y asi se catalogaron los genotipos de
cada individuo analizado en la Base de Datos. Todos los analisis de microsatélites de tortugas golfina
fueron llevados a cabo por el Cand. MC Felipe Lopez.



Tabla 5.5 Protocolo para el cocktail de reaccion para la PCR, basado en el
protocolo recomendado en Moritz et a/ (1997)

Agua dest Esteril* -- - - 9.6*
dNTPs 2mM 0.2 mM 2.5
MgCl, 10 mM 3.5mM 5

Cebador 1 10 yM 0.48 uM 1.2
Cebador 2 10 uM 0.48 uM 1.2
10Xbuffer 10 X 1X 2.5
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Polimerasa Ta 1U 1U 1

2

Volimen total (pl) 25
Microsatélites del DNAnuclear en tortugas laud

Las amplificaciones por medio de la PCR de microsatélites en tortuga laad (DC99 y N32), se realiz en
el el laboratorio del Dr. Dutton por Ana Barragan para las muestras de laud del Pacifico mexicano. Se utlizo
una variante denominada " Touchdown PCR", la cual consiste en cuatro fases:

1) Desnaturalizacion del DNA a 95° C durante 2 minutos.

2) 30 ciclos de desnaturalizacion a 95° C durante 45 segundos, fusion del primer ("annealing")
durante 2 min. y extension a 72° C durante 2 min. Entre cada ciclo la temperatura de alineacion
disminuye

I
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Figura 5.3 Gel de poliacrylamida al 8% resolviendo los electroferotipos de Cm84 (carriles
1-11,13-15y 17) y Cm72 (16 y 18). El carril 17 lleva una mezcla de ambos loci.
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0.5° C, por lo que la temperatura inicial de alineamiento es de 60° C y la final es de 45° C.

3) 15 ciclos con temperatura de alineacion constante de 55° C (sin disminucion) (95°C 45 seg/

55°C 2 min/ 72°C 2 min).

4) Extension final a 72° C durante 5 min.

La técnica del Touchdown permite optimizar los fragmentos generados en las temperaturas de
fusion ("annealing") mas altas que son las mas apegadas al sitio objetivo de la reaccion. La PCR fue
realizada con un termociclador Perkin Elmer GeneAmp 9600 y cebadores marcados con tinciones
fluorescentes para una deteccion diferencial en el secuenciador. Los productos amplificados se corrieron en
geles de poliacrilamida 6% de 0.4 mm de espesor, dentro de un sistema secuenciador de DNA Applied
Biosystems 370A, el cual separa los fragmentos de DNA por tamafios, con una resolucion de 1 par de
bases.

Los alelos de loci de microsatélites se distinguen por sus diferentes tamaiios, el analisis de los alelos
por locus para las muestras amplificadas se realizd usando el programa GENESCAN 672, el cual
identifica las bandas en el gel de poliacrilamida por su fluorescencia y las compara con un marcador de
tamafio estandar para la asignacion de los diferentes alelos.

Analisis estadistico de la informacién genética

Regién control

El analisis estadistico de la informacion genética de este locus, dentro y entre las colonias anidadoras,
fue inferido por la comparacion de las secuencias aplicando el programa Arlequin version 1.1 (Schneider
et al., 1997).

Variabilidad genética

Indice de diversidad haplotipica (h). Equivalente a la heterocigosidad esperada para datos
diploides, estima la variabilidad genética en términos del niimero de haplotipos presentes en la muestra y
sus respectivas frecuencias. Este indice, es definido como la probabilidad de que dos haplotipos de la
muestra, elegidos al azar, sean diferentes y se expresa por la formula

H—L(I—Zk: i)
n—1 i:lp

donde 7 es el tamafio de la muestra, k es el nimero de haplotipos y P;, es la frecuencia del
haplotipo i"° de la muestra (Nei, 1987).

Indice de diversidad nucleotidica (7). Determina la heterocigosidad o diversidad genética al nivel
de nucleotidos, por medio de las diferencias entre secuencias de haplotipos, estimando la probabilidad de
que dos nucleétidos homdlogos escogidos al azar sean diferentes (Nei y Li, 1979, Nei y Tajima, 1981). Se
obtiene valorando el numero promedio de nucledtidos diferentes por sitio entre dos secuencias con la
siguiente relacion:

k

Z Z pipd;

=l j<i

T, = I
donde las p's son las frecuencias de cada uno de los nucledtidos i, y j que son comparados, des la
distancia genética entre nucledtidos, y L es el nimero de loci.

La determinacion del valor promedio se derivo del promedio de los valores de 7 para cada una de
las colonias, mientras que el valor global se obtuvo agrupando solamente las secuencias.

Diferenciacion genética

Distancias genéticas Es medida por el niimero de substituciones de nucledtidos entre un par de
secuencias como el numero de substituciones observadas entre dos secuencias. También se puede utilizar la
proporcién de



Informe Final - F. Alberto Abreu Grobois, Raquel Brisefio Duefias. Ana R. Barragan Rocha 23

diferencias entre un par de secuencias, dividiéndo por L, el numero de loci.

Numero promedio de diferencias de bases entre las secuencias. Es el nimero promedio de diferencias
por sitio. Es decir, el nimero promedio de nucleotidos diferentes por sitio entre dos haplotipos (p). y se
determina por la formula:

A k A
”=Z Z pip;d;

=l j<i

donde d es un estimado del numero de mutaciones que ha ocurrido desde la divergencia de los
haplotipos i y j, k es el numero de haplotipos y p es la frecuencia del haplotipo i.

Un analisis adicional aplicado, fue la correccion a los valores de distancia genética segun el modelo
de dos parametros de Kimura (Kimura, 1980). Este estadistico toma en cuenta que no todas las substituciones
tienen la misma probabilidad de ocurrir y ademas corrige por las diferencias entre las tasas de substitucion
transicionales y transversionales.

Estructura genética de la poblacion inferida por el Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA)

La determinacion de la distribucion de la diversidad genética distribuida dentro y entre las colonias
anidadoras, fue estimada con un anélisis de varianza molecular implementado en el programa ARLEQUIN
(version 1.1, de acuerdo a Excoffier ef al., 1992). Este mismo algoritmo, calcula los niveles de por permutacion
no paramétrica.

Las comparaciones de los valores de @ st’s entre pares de colonias,

También se puede utilizar el valor obtenido del AMOV A a manera de medir distancias genéticas entre
la poblaciones, aplicando una ligera transformacion al tiempo de divergencia de la poblacion, para linealizar
la distancias (Reynolds et al 1993, Slatkin.1995). Los valores de la comparaciones por pares de poblaciones
de la ®st's son expresados en una matriz. La distribuciéon nula de estos valores bajo la hipodtesis de no-
diferencia, entre las poblaciones fue obtenida por permutaciones (bootstrapping) de los haplotipos entre todas
las poblaciones. El valor P de la prueba es la proporcion de permutaciones que dan a un valor mas grande o
igual al observado.

Estimacion del flujo génico entre poblaciones (Nm).

Los resultados del AMOVA también fueron utilizados para cuantificar el flujo génico por via
materna (aproximacion de la tasa de migrantes por generacion), por la comparacion entre pares de las colonias
anidadoras. Para ello, se utilizo la relacion:

Nom= 151/ 1) B

donde N es el tamafio efectivo de la poblacion y ni es la tasa de de migracion
Para esta® estadistica se uso el parametro ®gr del programa AMOVA. incluido en el paquete
estadistico Arlequin.

Compraracion de frecuencias haplotipicas y sus intervalos de confianza

Utilizando los tamafios de muestra de cada colonia y las frecuencias haplotipicas observadas, se
determinaron los errores std. al 95% por medio de una prueba de remuestreo numérico con reemplazo o,
"bootstrapping"”, como se le denomina en inglés (Weir, 1996). Con este procedimiento se generan nuevos
estimados con los que se obtiene una aproximacioén de la distribucion tedrica de los datos. El procedimiento
se aplico a todos los datos (no solamente a los haplotiopos de la region control, usando 1000 remuestreos
aleatorios a partir de la matriz original. Este método de analisis estadistico es uno de los mas empleados en
estudios de genética poblacional, debido a la naturaleza de estos trabajos en los que dificilmente se puede
analizar un nimero muy


jramirez
la primera diagonal debe ser igual que la segunda y toda la fórumula va en letra redonda no cursiva
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grande de muestras (por los altos costos del estudio molecular y de que en muchos casos no se puede obtener
una mayor cantidad de muestras).

Microsatélites

Se obtuvieron las frecuencias de los alelos observados asi como de los genotipos con base a los
alelomorfos detectados por medio de la separacion electroforética de las muestras analizadas. A partir de
estos datos de derivo también la estimacion de diversidad génica, medida como heterocigosidad observada
(h,) y esperada (h.). Mientras que la primera medida representa la proporcion de heterocigotos observados,
la segunda se deriva a partir de las frecuencias alélicas, bajo el supuesto de que la poblacion esté en
equilibrio Hardy-Weinberg.

k
h,=(1-) pi®)
i=1

Los valores de heterocigosidad por locus fueron también empleados para calcular valores
promedio, entre todas las poblaciones para un locus (en tortugas golfina) y para cada poblacion para todos los
loci analizados (ambas especies)
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Tortuga golfina

Variacion en la region control del DNA mitocondrial

(por Raquel Briseiio Dueiias y F. Alberto Abreu Grobois)
(nota: cualquier mencion a resultados en esta seccion debera hacer referencia a R. Brisefio Duefias (1998)
Variacion genética en la region control del ADN mitocondrial de poblaciones de la tortuga golfina,
Lepidochelys olivacea, en el Pacifico oriental y las implicaciones para su conservacion. Tesis de
Maestria. Universidad Auténoma de Sinaloa)

Secuencias

Se obtuvieron secuencias de las muestras provenientes de 7 playas de anidacion de tortuga golfina,
distribuidas en una gran area de la cuenca del Pacifico, incluyendo la de la poblacion en el norte de
Australia para fines comparativos. También se incorporaron al andlisis secuencias de la tortuga lora (L.
kempii) para estimar dimensiones de las diferencias interespecificas usando este locus. Dentro de este
conjunto de secuencias, se identificaron 14 haplotipos distintos en L. olivacea, mismos que se presentan
alineados en la Tabla 6.1. Para identificar a cada haplotipo, se designé un cédigo que incluye las siglas de
la especie (p. ej., LO para L. olivacea) y una letra. Los haplotipos asignados a las playas de anidacion del
Pacifico oriental (México y Costa Rica) fueron catalogados con las letras B, C, E. E, G, [, K, M, N, O, P y
Z mientras que los haplotipos del Pacifico occidental (Australia) con las letras A y D.

Analisis estadistico de los resultados

Niveles de variabilidad genética y su distribucidon

La lista de la distribucion geografica de los haplotipos y las frecuencias a las que se encontraron en
cada colonia reproductora, se compilaron en la Tabla 6.1. El haplotipo "K" fue el dominante en todas las
poblaciones del Pacifico oriental. La distribucion de las frecuencias de este haplotipo en al area de estudio,
distingui6 a dos
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Tabla 6.1 Secuencias de los haplotipos encontrados en poblaciones de tortuga golfina (LO) en la cuenca del Pacifico,
ademas de una representativa de la tortuga lora (LK) tabuladas por el programa GeneDoc (Karl y Karl. 1997). Los niimeros en
la parte superior de cada bloque indican el nimero de la posicién, mientras que la secuencia representa la «secuencia de
consenso». Los sitios con letra miniscula indican loci polimdrficos, los espacios en blanco representan sitios abajo del %
minimo de consenso. Los sitios o loci sin variacion se presentan en fondo negro con letras blancas, los sitios con fondo
gris y letras blancas sefialan sitios con variaciéon minima y los sitios de fondo gris con letras negras representan sitios de alta
variabilidad. Esta representacion simplifica la identificacion de los sitios variables dentro de secuencias muy conservadas
como las de tortugas marinas. Los guiones representan "gaps" de alineamiento. Nota: en la base de datos el numero de gaps
al inicio de las secuencias es mayor debido a que se incluy6 el nimero necesario para alinear las secuencias con el inicio de
la region control del DNA mitocondrial de las tortugas.

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
CTTaATTCTCTGCCGTGCACAACAGAACAATAGCCATACTATCTATCTATGTATTATTGTACATCTACTT

LO-A CTTHATTCTCTGCCGTGCACAACAGAACAATAGCCATABTATCTATCTATGTATTATTGTACATCTACTT gV
LO-D CTTHATTCTCTGCCGTGCACAACAGAACAATAGCCATABTATCTATCTATGTATTATTGTACATCTACTT o]
LO-B CTTHATTCTCTGCCGTGCACAACAGAACAATAGCCATABTATCTATCTATGTATTATTGTACATCTACTT AV
LO-C  : CTTHATTCTCTGCCGTGCACAACAGAACAATAGCCATABTATCTATCTATGTATTATTGTACATCTACTT AV
LO-E  : —=—=——=—-- CTTBATTCTCTGCCGTGCACAACAGAACAATAGCCATABTATCTATCTATGTATTATTGTACATCTACTT [rdo]
LO-F I ----=---- CTTHATTCTCTGCCGTGCACAACAGAACAATAGCCATABTATCTATCTATGTATTATTGTACATCTACTT Jlrde]
LO-G R il CTTBATTCTCTGCCGTGCACAACAGAACAATAGCCATABTATCTATCTATGTATTATTGTACATCTACTT AV
LO-1 I CTTHATTCTCTGCCGTGCACAACAGAACAATAGCCATABTATCTATCTATGTATTATTGTACATCTACTT ]
LO-K = -==-=—--- CTTHATTCTCTGCCGTGCACAACAGAACAATAGCCATABTATCTATCTATGTATTATTGTACATCTACTT Jllrde]
LO-M I CTTHATTCTCTGCCGTGCACAACAGAACAATAGCCATABTATCTATCTATGTATTATTGTACATCTACTT ]
LO-N R bt CTTHATTCTCTGCCGTGCACAACAGAACAATAGCCATABTATCTATCTATGTATTATTGTACATCTACTT AV
LO-0 I -—————--- CTTBATTCTCTGCCGTGCACAACAGAACAATAGCCATABTATCTATCTATGTATTATTGTACATCTACTT [V
LO-P I -—---——-- CTTHATTCTCTGCCGTGCACAACAGAACAATAGCCATABTATCTATCTATGTATTATTGTACATCTACTT gV
LO-Z b o CTTHATTCTCTGCCGTGCACAACAGAACAATAGCCATABTATCTATCTATGTATTATTGTACATCTACTT [HlrAl
LK-LK3B = —=—-—---- CTTIATTCTCTGCCGTGCACAACAGAACAATAGCCATAJTATCTATCTATGTATTATTGTACATCTACTT Y
85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160
ATTTACCgtTAGCATATGATCAGTAATATTGTCGATTAATTTGGCTTTAAACATAAAAATTCATTAATTTTACATAAACT
LO-A M ATTTACCBIITAGCATATGATCAGTAATETTGTCGATTAATTTGECIT TAAACATAAABATTCAIITAATTTTACATAAART HEEY
LO-D M ATTTACCBIITAGCATATGATCAGTAATETTGTCGATTAATTTGECIHTTAAACATAAABATTCAITAATTTTACATAAART EEY
LO-B M ATTTACCBIITAGCATATGATCAGTAATETTGTCGATTAATTTGECIIT TAAACATAAABATTCAIITAATTTTACATAAART HEEY
LO-C M ATTTACCBIITAGCATATGATCAGTAATETTGTCGATTAATTTGECIT TAAACATAAABATTCAIITAATTTTACATAAART EEY
LO-E HATTTACCBIITAGCATATGATCAGTAATITTGTCGATTAATTTGEBCITTAAACATAAABATTCARITAATTTTACATAAABT [Hutsly
LO-F M ATTTACCBIITAGCATATGATCAGTAATETTGTCGATTAATTTGECIHT TAAACATAAABATTCAIITAATTTTACATAAART EEY
LO-G M ATTTACCBIITAGCATATGATCAGTAATETTGTCGATTAATTTGECIHTTAAACATAAABATTCAITAATTTTACATAAART EEY
LO-1 M ATTTACCBIITAGCATATGATCAGTAATETTGTCGATTAATTTGECIIT TAAACATAAABATTCAIITAATTTTACATAAART HEEIY
LO-K M ATTTACCBIITAGCATATGATCAGTAATITTGTCGATTAATTTGECIT TAAACATAAABATTCA) 1150
LO-M M ATTTACCBIITAGCATATGATCAGTAATETTGTCGATTAATTTGECIIT TAAACATAAABATTCAIITAATTTTACATAAART HEEY
LO-N M ATTTACCBIITAGCATATGATCAGTAATETTGTCGATTAATTTGECIT TAAACATAAABATTCAIITAATTTTACATAAART HEEY
LO-0 M ATTTACCBIITAGCATATGATCAGTAATETTGTCGATTAATTTGECIT TAAACATAAABATTCAIITAATTTTACATAAART HEEY
LO-P M ATTTACCBIITAGCATATGATCAGTAATETTGTCGATTAATTTGECIHT TAAACATAAABATTCAIITAATTTTACATAAART HEEIY
LO-Z M ATTTACCBIITAGCATATGATCAGTAATITTGTCGATTAATTTGEBCITTAAACATAAABATTCARITAATTTTACATAAART [Hutsy]
WG CI=B A TTTACCIN9TAGCATATGATCAGTAATETTGTCGATTAATT TGACET TAAACATAAARATTCARTAATTTTACATAAART HNEE]
165 170 175 180 185 190 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240
gTTTTTACCAAATLGAATATTATAAAGaTgATAATAGTGAAATGATATAGGACATAAAATTAAAC ATTATTCTCgACCAT
LO-A HETTTTRACCAAAIGAATATTATAABGHETBATAATAGTGAAATGATATAGGACATAAAATTAAACBATTATTCTCAACCAT el
LO-D HEBTTTTACCAAARIGAATATTATAAGGHTBATAATAGTGAAATGATATAGGACATAAAATTAAACEBATTATTCTCIRACCAT &y
LO-B HETTTTIHACCAAAIGAATATTATAABGHETBATAATAGTGAAATGATATAGGACATAAAATTAAACIJATTATTCTCEBACCAT [Hp&lY
LO-C HETTTTIACCAAAIGAATATTATAABGHETBATAATAGTGAAATGATATAGGACATAAAATTAAACIATTATTCTCBACCAT [Hpdels)
LO-E HETTTTIHACCAAARIGAATATTATAABGHETBATAATAGTGAAATGATATAGGACATAAAATTAAACIJATTATTCTCBACCAT P&l
LO-F HETTTTIACCAAAIGAATATTATAABGHETBATAATAGTGAAATGATATAGGACATAAAATTAAACIATTATTCTCBACCAT [Hpdels)
LO-G HETTTTIHACCAAARIGAATATTATAABGHETBATAATAGTGAAATGATATAGGACATAAAATTAAACIJATTATTCTCBACCAT P&y
LO-1 HETTTTIHACCAAAIGAATATTATAABGHETBATAATAGTGAAATGATATAGGACATAAAATTAAACBATTATTCTCEBACCAT el
LO-K HETTTTIACCAAARIGAATATTATAARGHETEBATAATAGTGAAATGATATAGGACATAAAATTAAACEBATTATTCTCEBACCAT [kl
LO-M HETTTTIHACCAAARIGAATATTATAABGHETBATAATAGTGAAATGATATAGGACATAAAATTAAACEBATTATTCTCEBACCAT P&l
LO-N HETTTTIACCAAAIGAATATTATAABGHETBATAATAGTGAAATGATATAGGACATAAAATTAAACBATTATTCTCBACCAT [Hpdell)
LO-0 HETTTTIHACCAAARIGAATATTATAABGETBATAATAGTGAAATGATATAGGACATAAAATTAAACEBATTATTCTCEBACCAT P&l
LO-P HEBTTTTIHACCAAARIGAATATTATAABGHETEBATAATAGTGAAATGATATAGGACATAAAATTAAACEBATTATTCTCEBACCAT [HpXlY
LO-Z HETTTTIHACCAAARIGAATATTATAABGETBATAATAGTGAAATGATATAGGACATAAAATTAAACEBATTATTCTCEBACCAT HP&k!
(NIRRT T T TIACCAAARGAATATTATAABGETIATAATAGTGAAATGATATAGGACATAAAATTAAACEBATTATTCTCIMACCAT [Hpade]
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Tabla 6.1 (cont.)

245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300 305 310 315 320
GAATATCGTCaCAGTAATTGGTEATTTCTTAGTTCAaCTCATCACGAGAAATAAGCAATCCTTGTTAACAAGATACaACA

LO-A MGAATATCGTCECAGTAATTGGTIATTTCTTAGTTCABCTCATCACGAGAAATAAGCAATICCTTGTTAACAAGATACHEACA NI
LO-D M GAATATCGTCCAGTAATTGGTIATTTCTTAGTTCABCTCATCACGAGAAATAAGCAAIICCTTGTTAACAAGATACHACA il
LO-B HIGAATATCGTCHCAGTAATTGGTIATTTCTTAGTTCABCTCATCACGAGAAATAAGCAAICCTTGTTAACAAGATACHEACA NI
LO-C MGAATATCGTCHECAGTAATTGGTIATTTCTTAGTTCABCTCATCACGAGAAATAAGCAAICCTTGTTAACAAGATACHEACA KNI
LO-E M GAATATCGTCHCAGTAATTGGTIATTTCTTAGTTCABCTCATCACGAGAAATAAGCAATICCTTGTTAACAAGATACHEACA [HEile]
LO-F MGAATATCGTCECAGTAATTGGTIATTTCTTAGTTCABCTCATCACGAGAAATAAGCAATICCTTGTTAACAAGATACHEACA NI
LO-G I GAATATCGTCRCAGTAATTGGTIATTTCTTAGTTCABCTCATCACGAGAAATAAGCAAICCTTGTTAACAAGATACHEACA HEle)
LO-1 HGAATATCGTCHECAGTAATTGGTIATTTCTTAGTTCABCTCATCACGAGAAATAAGCAATICCTTGTTAACAAGATACHEACA KNI
LO-K =l GAATATCGTCACAGTAATTGGT =310
LO-M HIGAATATCGTCHCAGTAATTGGTIATTTCTTAGTTCABCTCATCACGAGAAATAAGCAAICCTTGTTAACAAGATACHEACA NI
LO-N HIGAATATCGTCECAGTAATTGGTIATTTCTTAGTTCABCTCATCACGAGAAATAAGCAAICCTTGTTAACAAGATACHEACA NI
LO-0 HIGAATATCGTCECAGTAATTGGTIATTTCTTAGTTCABCTCATCACGAGAAATAAGCAAICCTTGTTAACAAGATACHEACA NI
LO-P MIGAATATCGTCHCAGTAATTGGTIATTTCTTAGTTCABCTCATCACGAGAAATAAGCAAICCTTGTTAACAAGATACHEACA KNI
LO-Z I GAATATCGTCHCAGTAATTGGTIATTTCTTAGTTCABCTCATCACGAGAAATAAGCAAICCTTGTTAACAAGATACHEACA Bk
(MG NI GAATATCGTCHCAGTAATTGGTEATTTCTTAGTTCAGCTCATCACGAGAAATAAGCAABCCTTGTTAACAAGATACEACA o)
325 330 335 340 345 350 355 360 365 370 375 380 385 390 395 400
TTACCAGTTTCAQGCcCATTAAACTACgaCGTACATAACTGATCTATTCTGGCCTCTGGTTGTTTTTTCAgGCACATTAA
LO-A M TTACCAGTTTCABGCEBCATTAAABTABBACGTACATAACTGATCTATTCTGGCCTCTGGTTGTTTTTTCABGCACATTAA RISl
LO-D M TTACCAGTTTCABGCEBCATTAAABTABBACGTACATAACTGATCTATTCTGGCCTCTGGTTGTTTTTTCABGCACATTAA HELEl
LO-B M TTACCAGTTTCABGCEBCATTAAABTABBACGTACATAACTGATCTATTCTGGCCTCTGGTTGTTTTTTCABGCACATTAA HELEl
LO-C M TTACCAGTTTCABGCEBCATTAAABTABBACGTACATAACTGATCTATTCTGGCCTCTGGTTGTTTTTTCABGCACATTAA HELEl
LO-E M TTACCAGTTTCABGCEBCATTAAABTABBACGTACATAACTGATCTATTCTGGCCTCTGGTTGTTTTTTCABGCACATTAA KLl
LO-F M TTACCAGTTTCABGCEBCATTAAABTABBACGTACATAACTGATCTATTCTGGCCTCTGGTTGTTTTTTCABGCACATTAA HELEl
LO-G H TTACCAGTTTCABGCIICATTAAABTABBACGTACATAACTGATCTATTCTGGCCTCTGGTTGTTTTTTCABGCACATTAA Bt
LO-1 M TTACCAGTTTCABGCIJCATTAAABTABBACGTACATAACTGATCTATTCTGGCCTCTGGTTGTTTTTTCABGCACATTAA [HEIEl
LO-K M TTACCAGTTTCABGCEBCATTAAABTABBACGTACATAACTGATCTATTCTGGCCTCTGGTTGTTTTTTCABGCACATTAA HELEl
LO-M M TTACCAGTTTCABGCEBCATTAAABTABBACGTACATAACTGATCTATTCTGGCCTCTGGTTGTTTTTTCABGCACATTAA HELElY
LO-N M TTACCAGTTTCABGCEBCATTAAABTABBACGTACATAACTGATCTATTCTGGCCTCTGGTTGTTTTTTCABGCACATTAA HELEl
LO-0 M TTACCAGTTTCABGCEBCATTAAABTABBACGTACATAACTGATCTATTCTGGCCTCTGGTTGTTTTTTCABGCACATTAA HEEElY
LO-P M TTACCAGTTTCABGCEBCATTAAABTABBACGTACATAACTGATCTATTCTGGCCTCTGGTTGTTTTTTCABGCACATTAA HELEl
LO-Z M TTACCAGTTTCABGCEBCATTAAABTABBACGTACATAACTGATCTATTCTGGCCTCTGGTTGTTTTTTCABGCACATTAA HEIehl
(G NI T TACCAGT TTCARGCEBCATTAAAIITAIIXSCGTACATAACTGATCTATTCTGGCCTCTGGTTGTTTTTTCARGCACATTAA HEESS)

405 410 415 420 425 430 435 440 445 450 455 460 465 470 475 480
gGtA TGAAGTTCATTCGTTCCTCTTTAAAAGGCCTETGGTTcgacgataAATGAGTTCTATACATTQAATTTATAACC

LO-A M ECHABRTGEAAGTTCATTCGTTCCTCTTTAAAAGGCCTITGGT TECACEAMAAATGAGTTCTATACATTBAATTTATAACC HENSH)
LO-D HEBCHASRTGEAGTTCATTCGTTCCTCTTTAAAAGGCCTITGGT TECACEARAAATGAGTTCTATACATTBAATTTATAACC NSS!
LO-B M ECHABRTGEAGTTCATTCGTTCCTCTTTAAAAGGCCTIITGGT TECABEAAAATGAGTTCTATACATTBAATTTATAACC [HENSH)
LO-C M BCHABRTGEAGTTCATTCGTTCCTCTTTAAAAGGCCTITGGT TECACEAMAAATGAGTTCTATACATTBAATTTATAACC HENSES)
LO-E M BCHAERTGEAGTTCATTCGTTCCTCTTTAAAAGGCCTIITGGT TECABEAAAATGAGTTCTATACATTBAATTTATAACC HENGH)
LO-F M BCHASRTGEAGTTCATTCGTTCCTCTTTAAAAGGCCTITGGT TECACEAMAAATGAGTTCTATACATTBAATTTATAACC HENSHS)
LO-G M BCHASRTGEAGTTCATTCGTTCCTCTTTAAAAGGCCTIITGGT TECABEAAAATGAGTTCTATACATTBAATTTATAACC [HENSES
LO-1 M ECHABRTGEAAGTTCATTCGTTCCTCTTTAAAAGGCCTIITGGT TECACEAMAAATGAGTTCTATACATTBAATTTATAACC HENGH)
LO-K HBCHABRTGEAGTTCATTCGTTCCTCTTTAAAAGGCCTITGGT TECACEAAAATGAGTTCTATACATTBAATTTATAACC HENGHS)
LO-M HCEABRTGEAGTTCATTCGTTCCTCTTTAAAAGGCCTIITGGT TECABEAAAATGAGTTCTATACATTBAATTTATAACC HENGH)
LO-N M ECHABRATGEAGTTCATTCGTTCCTCTTTAAAAGGCCTITGGT TECACEAMAAATGAGTTCTATACATTBAATTTATAACC (0]
LO-0 HECHARATGEAGTTCATTCGTTCCTCTTTAAAAGGCCTIITGGT TEERCEAMAAATGAGTTCTATACATTBAATTTATAACC HEN(I)
P M BCHABRATGEAGTTCATTCGTTCCTCTTTAAAAGGCCTITGGT TECACEAMAAATGAGTTCTATACATTBAATTTATAACC (e}
HGHABRTGEAGTTCATTCGTTCCTCTTTAAAAGGCCTIITGGT TEEABEAAAATGAGTTCTATACATTBAATTTATAACC (e}

: 461
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TablIa 6.2 Resumen de Ias caracteristicas geneticas de Ias colonias reproductoras de L olivacea bajo estudio

El La Gloria [P. Tlalcoy. [Escobilla, [Pto Arista, |gstional \Arnhem L., Promedios
;/erde, JAL. GRO 0AX CHIS COSTA RICAAUSTRALIA (global)
IN

No de hembras

X 300-500 B300-500 [300-700  [250.000 [100-500  150-100,00 100-500
por colonia.

Tamano 15 12 18 21 20 15 8 16.17
Muestra
Num ) 4 6 4 o 4 4 b 4.17
Haplotipos (13)
Nim. de 487 487 487 487 487 487 487 487
loci analizados
Num. fie 'sitios s 11 6 3 7 3 3 5.33
polimoérficos (14)
Diversidad 062+ 068+  0.59+ 0.61£-  0.49+ 0.73+ 0.54+ 0.60+
Haplotipica 0.1196 10.148 0.1086 0.1164  0.1167 0.0669 0.1232 0.1086

(0.67)
Num. de 5 4 6 3 2 2 3
transiciones 4
Nim. de 0 1 1 1 b 0 0 3
Transversiones
Prop. trans:transv n.d. 5 @ 6 1.5 n.d. n.d. 8 3=2.67
Num. de indels |1 5 1 1 b 1 1 1.2

(3)
Composicion
nucleotidica-
%C 17.4 17.5 17.5 17.4 17.4 17.4 17.5 17.4
% T 35.1 35.1 35.1 35.1 351 35.2 34.8 35.1
%A 33.3 33.4 33.3 33.3 333 33.3 33.5 33.3
%G 14.0 14.0 13.9 14.0 14.0 14.0 13.9 14.0
Diversidad 0.0023  0.0046  0.0030  0.0022  0.0020  [00.0025 00033 0.0026
nucleotidica (0.0025)

grupos: i) las colonias de México con una frecuencia = de 0.60 y ii) la colonia de Costa Rica con una frecuencia
de 0.40. Por otro lado, el haplotipo "N". que también se encontré presente en todas las colonias del Pacifico
oriental, marca dos grupos. Solo que en el haplotipo "N", la mayor frecuencia (0.33) se encontré en la colonia de
Costa Rica y las colonias de México presentaron frecuencias < 0.20. (ver fig. 6.1).

Se destaca también, que las frecuencias de los haplotipos K y N en la poblacién de Costa Rica se
mantienen en proporciones similares. Analizando solamente estos dos haplotipos y tomando en cuenta los limites
de confianza (Fig.6.2) la diferencia entre las colonias mexicanas y la de Costa Rica es significativa.

Los haplotipos 1 y C, se catalogaron como privados o endémicos para la colonia de Oaxaca. De manera

tabla 6.1 (cont. )
485 490 495

TGGCATACGGTAGtttt
LO-A . 469
LO-D . 468
LO-B . 469
LO-C : 469
LO-E . 469
LO-F : 469
LO-G : 468
LO-1 : 469
LO-K : 469
LO-M : 469
LO-N : 470
LO-0 : 470
LO-P : 470
LO-Z : 470

LK-LK3B : preiclo:yyNeleleay:Xei i - 461
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analoga, los haplotipos G y P para la colonia de Chiapas. el haplotipo F para la colonia de Guerrero, y el
haplotipo Z para la de Jalisco. En la colonia de Sinaloa, no se encontraron haplotipos privados. En total, ocho
de los trece haplotipos identificados se encontraron corno privados para algunas colonias individuales. En las
muestras de la colonia australiana de L. olivacea, los dos haplotipos identificados (A y D) no se comparten
con ninguna colonia del PO y la frecuencia dominante fue la del haplotipo "A".

Diversidad genética

La caracterizacion genética de las colonias analizadas, se enlista en la Tabla 6.2. Las estimaciones
de la diversidad de haplotipos (h) fluctuaron entre 0.49 y 0.73, con los valores méas altos en las colonias de
Costa Rica, El Verde y Oaxaca. Las estimaciones de la diversidad nucleotidica presentaron un intervalo
7=0.0033-0.0022, correspondiendo estos valores a las poblaciones de Australia y Oaxaca respectivamente.

La diversidad nucleotidica, m, es la diversidad genética a nivel de nucledtidos, tomando en cuenta
el grado de divergencia estructural entre ellos. Dependiendo de los loci y especies estudiadas la diversidad
nucleotidica en una poblacidn tipica se encuentra en el intervalo de 0.0005-0.020 (Stephan y Langley,
1992 citado en Avise, 1994). El valor global, tomando en cuenta solo las 13 secuencias fue de 0.006 +
0.003, mientras que el promedio de los valores para cada poblacion fue de 0.003. Los valores de diversidad
haplotipica observados en este trabajo, se encuentran dentro del intervalo global estimado por Bowen et al.
(1998) para L. olivacea (h=0.0-0.76).

Tabla 6.3 Distribucion de la variacion genética entre las pobaciones de México y

Costa Rica
Fuente de Suma de Componentes de Porcentaje de
la variacion g- 1| Cuadrados La varianza la variacion
Entre 1 0.842 0.01612 2.82
Grupos
Entre
Poblaciones 4 1.716 -0.00062 0.77
Dentro de
Grupos
Dentro de 95 | 41.753 0.43951 96.41
Poblaciones
Total 100 44.310 0.45500

(I)ST =0.036

Frecuencias haplotipicas v sus intervalos de confianza

El procedimiento de re-muestreo iterativo o "bootstrapping” deriva las inferencias sobre la
distribucion de las frecuencias de los haplotipos en la poblacion, basandose en las frecuencias absolutas de
los haplotipos encontrados en la muestra. Los resultados muestran la evaluacion de los errores std de las
frecuencias, representados en la Fig. 6.1. Solo se incluyd la distribucion de las frecuencias de las
poblaciones de México y de Costa Rica. No se consideraron los datos de Australia ya que simplemente no
comparten haplotipos con las poblaciones del margen oriental del Pacifico.

Tabla 6.4 Distribucion de la variacion genética entre las pobaciones del Pacifico
oriental (agrupando poblaciones de México y Costa Rica en un solo grupo)

Fuente de Suma de Componentes de porcentaje de
La &l | Cuadrados | lavarianza la variacion
Entre 5 |3.584 0.00419 0.64
Poblaciones
Dentro de 95 |61.445 0.64679 99.36
Poblaciones
Total 100 [65.030 0.65099

(I)ST = 0.006
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Estructura de la poblacién

El analisis de varianza molecular puede ser aplicado a varias escalas geograficas de la distribucion
espacial de las poblaciones para identificar las "fronteras" de unidades que demuestran homogeneidad
genética. En el presente caso se aplico a las poblaciones muestreadas dentro de toda la cuenca del Pacifico
pero particularmente en la porcion del Pacifico oriental, abarcando las poblaciones de golfina en México y
Costa Rica.

En primer lugar se analizé la distribucion de la variacion al agrupar las poblaciones de México por
separado de la de Costa Rica. El resultado del AMOVA (Tabla 6.3) demuestra que la mayoria de la variacion
en la region control del DNAmit, se localiza dentro de las poblaciones (>96°/0; o sea @gy-0.04) y no entre
ellas (entre poblaaciones dentro de grupos) o aun entre las poblaciones de México y la de Costa Rica (entre
grupos). Cuando se consideraron todas las poblaciones del Pacifico oriental como un solo grupo, la
estimacion, del componente de la varianza permanece dentro de las poblaciones (> 98%) y solamente el
0.64% de la variacion ocurre entre las poblaciones (Tabla 6.4). Eso es, el valor de @, = 0.006 lo cual
evidencia una escasa diferenciacion entre colonias de esta especie en la region del Pacifico oriental.
Pruebas de diferenciacion interpoblacional

Distancias genéticas

La prueba de las diferencias de los valores de las Fy’S por pares de poblaciones, basada en
distancias entre haplotipos empleando el método de Kimura de 2 parametors derivo los datos de la Tabla
6.5. En este analisis se demostrdé que solamente existen diferencias significativas en las comparaciones de
las poblaciones de Australia contra las poblaciones del Pacifico oriental.

Esta estimacion de distancias genéticas entre las colonias de L. olivacea en la region del Pacifico

oriental,

Tabla 6.5 Distancias genéticas derivadas de las Fgr’S para comparaciones entre
pares de poblaciones y sus valores de P

COSTA

colonia Sinaloa |Guerrero| Oaxaca | Chiapas RICA

Guerrero -0.005

Oaxaca -0.037 0.019

Chiapas -0.009

COSTA

RICA -0.026

AUSTRALIA

confirmé la carencia de una diferenciacion genética en esta escala geografica. Por otro lado, al comparar
las distancias genéticas entre la colonia de Australia y las colonias del margen oriental, se encontrd
consistentemente un valor alrededor de 0.70. Este estimado, permite una aproximacién de la separacion
geografica necesaria para que se establezcan diferencias genéticas significativas en este locus para esta
especie.

Estimaciones de las tasas de migracion

En la comparacion entre todas las poblaciones del Pacifico oriental realizado para estimar la tasa
de migracion (m) basadndose en el estadistico Fst (Tabla 6.5), los niveles de flujo génico fueron muy
variables, presentando valores desde 6.8 a >50. Dentro de este intervalo, Guerrero presentd una tasa de
migraciéon mayor con Sinaloa, que con Oaxaca, Chiapas y Costa Rica.

Las tasas de migracion estimadas entre la colonia de Costa Rica y las colonias de Guerrero.
Oaxaca y Chiapas fueron muy similares (» 7) y relativamente reducidas, si se comparan con la alta tasa de
migracion estimada para con la colonia de Sinaloa.

Es necesario sefialar que se debe tener cautela en la interpretacion de las estimaciones de la tasas

de
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migracion a partir de los valores de Fsr, ya que este calculo por si solo no permite distinguir entre las
consecuencias de eventos de colonizacion reciente y el resultado de intercambio genético contemporaneo
entre la colonias.

Segun lo informado en otros trabajos (Bass et al., 1996; Bowen ef al., 1998), tasas de migracion
mayores de 1 a 4, son consideradas como evidencia de que el flujo de genes es suficiente para mantener un
pool génico
Tabla 6.6 Tasa de migracion entre colonias de L. olivacea (Nm)
derivadas del estadistico Fy;

Nm

<<1

1-10

10-30

> 50

relativamente homogéneo (Slatkin, 1987). Los valores estimados para este trabajo, ademas de mostrar un alto
grado de intercambio genético, también evidencian que éste no es totalmente homogéneo entre todas las
colonias del Pacifico oriental.

Los valores entre la colonia de Australia y las del Pacifico oriental (<<0.5) son usados como punto
de comparacion. Estos valores de Nm, confirman el grado de aislamiento genético entre las colonias del
Pacifico oriental y el Pacifico occidental.
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Variacion en loci de microsatélitesdel DNA nuclear en tortuga golfina (por F.

Alberto Abreu Groboisy Felipe LOpez Chavez)
(nota: cualquier mencion a resultados en esta seccion debera hacer referencia a F. Lopez Chavez
(2000) Determinacion de la estructura genética de las poblaciones de tortuga golfina en el Pacifico central
mexicano con microsatélites del DNA nuclear. Tesis de Maestria. Universidad de Colima)

Frecuencias alélicas, genotipos y niveles de variacion

Se seleccionaron tres de los loci de microsatélites identificados por FitzSimmons et al (1995) en
tortugas marinas que demostraron ser polimoérficos en tortuga golfina: Cm72, Cc 141 y Cm84. El locus Cm84
resulto ser el mas polimoérfico, presentando un total de 13 alelos, tres alelos fueron encontrados para el locus
Cm72 y dos para Cc141. En la Tablas 6.6- 6.8 se enlistan los alelos de cada uno de los loci, identificados
por su tamafio medido en pares de bases (bp). Con estos loci se analizaron un total de 213 organismos
provenientes de siete de las colonias anidadoras de tortuga marina golfina, localizadas a lo largo de la
distribucion de la especie en el Pacifico mexicano y centroamericano. Cinco de estas poblaciones provienen
del litoral mexicano, una de Costa Rica y la otra de Nicaragua. Se utilizaron las mismas poblaciones a las
que se les analiz6 la region control del DNA mit para realizar una comparacion de resultados y empleando
diferentes loci. Sin embargo se afiadid la poblacion de Platanitos (Nayarit) en México y la de La Flor en
Nicaragua para extender la cobertura del analisis, siguiendo la 16gica planteada para la estrategia de muestreo
(ver Materiales y Métodos).

Los niveles de variacion observados varian entre estos loci, abarcando valores de heterocigosidad
esperada promediada para las poblaciones (He prom) entre 0.14 el menos polimoérfico (Cm72) hasta 0.82 el
mas variable (Cm&4).

Partiendo de la frecuencia de alelos observada, se realizaron corridas de "remuestreo” ("bootstrapping")
para determinar los errores std. de la frecuencia alélica reportada. Los resultados pueden observarse en las
Figuras 6.6b, 6.8b y 6.10b para Cm | 41, Cm72 y Cm&84, respectivamente, graficadas contra la distribucion de
las frecuencias alélicas de cada poblacion. De ésto resulta evidente que los niveles del error std. son pequefios
en los dos primeros loci, mientras que para Cm84 los errores std son grandes. Esto es de esperarse debido a
que, al aumentar el nimero de alelos en el locus, la cantidad de representantes de cada alelo en cada muestra
llega a ser muy pequefio y disminuye la precision de la medicion.

Aunque los niveles de variacion para un mismo locus varia entre especies de tortugas marinas
analizadas, los valores obtenidos en este estudio se encuentran dentro de la gama observada por FitzSimmons
et al.(1995)

Los genotipos observados para los tres loci pueden verificarse en las Tablas 6.7, 6.9 y 6.1 1, junto con
las frecuencias en las que se encontraron. Debido a la baja frecuencia de algunos de los alelos, no se
observaron algunos de los posibles genotipos. Por ejemplo, para Cc141 no se encontraron homocigotos del
alelo menos comun (178/178), tampoco para el homocigoto 238/238 en Cm72. El caso para Cm84 es todavia
mas extremo debido al gran numero de alelos y en la tabla 6.11 solo se muestran los genotipos encontrados
con sus correspondientes frecuencias.

Los valores observados y esperados de heterocigosidad para el conjunto de los tres loci (Ho y He,
resp.) es muy semejante (Tabla 6.12). No obstante, en unos de los loci para algunas poblaciones se
encontraron desviaciones de los valores esperados de acuerdo a la ley de Hardy-Weinberg. Esto
particularmente en Cm84 y para las muestras de Platanitos, Nay. y La Gloria, Jal. En estas dos poblaciones
este resultado anomalo probablemente fué causado por un muestreo realizado en dos afios distintos y con
variacion en las frecuencias alélicas. Esto se puede inferir ya que al separar los muestreos por afio (Tabla
6.14) los valores de P no son significativos para esta prueba. Este resultado es objeto de investigaciones.

Estructura poblacional evaluada por analisis de microsatélites

La prueba AMOVA aplicada a la variacion genética observada en los loci de microsatélites permite
determinar la proporcion de esta variacidn que se encuentra distribuida entre poblaciones y dentro de
poblaciones. Los resultados (Tabla 6.15), indican, una vez mas, que la mayoria de la variacion se encuentra
dentro de las poblaciones, arrojando un valor de ®sr=0.12. Este resultado corrobora y complementa aquel
obtenido con esta misma prueba a partir de los datos con la regidén control y refleja la existencia de un
intercambio genético entre las poblaciones, por lo menos en escalas de tiempo genético (varias
generaciones).
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178 0.11 0.09 0.13 0.05 0.12 0.06 0.03
188 0.89 0.91 0.88 0.95 0.88 0.94 0.97

Tabla 6.6b Distribucion de las frecuencias alélicas en el locus Ccl141 y sus errores
std. determinados por «bootstrapping» de los valores observados.

1.00
0.80
0.80
0.70 W Sinaloa N=0
W Jaksco N=29
o.80 B Guarrero N=34
3 ODaxaca N=20
E 0.50 W Chiapas N=3d4
E BNICARAGLUA N=18
o.40 BCOSTA RICA N=16
0.30
0.20

.

178

178/178 0.00 0.00 0.00 0.06 0.00 0.00 0.00

178/188 0.10 0.20 0.17 0.13 0.24 0.11 0.06

188/188 0.90 0.80 0.83 0.81 0.76 0.89 0.94

ho 0.10 0.20 0.17 0.13 0.24 0.11 0.06

he 0.10 0.20 0.10 0.22 0.21 0.10 0.06
Ho prom 0.14
He prom 0.14
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mexicano Tabla 6.8a Frecuencias alélicas parael locus Cm72 en colonias pie la tortuga golfina
234 0.73 0.76 0.77 0.73 0.62 0.72 0.75 0.65
236 0.18 0.21 0.21 0.27 0.25 0.22 0.22 0.32
238 0.10 0.03 0.01 0.00 0.10 0.06 0.03 0.03

Tabla 6.8b Distribucion de las frecuencias alélicas enel locus Cm72y sus errores std. determinados por
«bootstrapping» de los valores observados.
1.00

0.80

0.80

B Sinaloa N=30
B Mayard N=31
B Jalisco M=35
B Guerrero N=15
O Qaxaca N=20
B Chiapas N=1&
BNICARAGUA N=23
BCOSTARICA N=tT

a.7a

040

030

020

0.00

Tabla 6.7 Frecuencias genotipicas y heterocigosidad para el locus Ccl141, h,= heterocigosidad observada,
h, heterocigosidad esperada. Hoprom y H.prom heterocigosidad observada y esperada promediada para todas

las poblaciones a partir de h, y h, resp.

234/234
236/236
238/238
234/236
2341238
236/238

ho

he
Ho prom
He prom

0.55
0.05

0.00

0.20
0.15
0.05

0.40
0.42

0.58
0.03

0.00

0.35
0.00
0.03

0.39
0.38

0.60
0.06

0.00

0.31
0.03
0.00

0.34
0.36

236
alelos

0.47
0.00

0.00

0.53
0.00
0.00

0.53
0.39

| T -

0.30
0.00

0.00

0.50
0.20
0.00

0.70
0.51

0.50
0.06

0.00

0.31
0.06
0.06

0.44
0.43

0.50
0.00

0.00

0.44
0.06
0.00

0.50
0.39

0.41
0.12

0.00

0.41
0.06
0.00

0.47
0.48

0.47
0.42
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Tabla 6.10a Frecuencias alélicas para el locus Cm84 en colonias de la tortuga golfina

320 0.00 0.02 0.01 0.000 0.00 0.00 0.00 0.00
322 0.03 0.12 0.16 0.03 0.10 0.00 0.17 0.25
324 0.13 0.26 0.33 0.03 0.00 0.03 0.08 0.22
326 0.23 0.12 0.15 0.28 0.28 0.42 0.00 0.17
328 0.18 0.17 0.08 0.22 0.18 0.19 0.25 0.11
330 0.03 0.18 0.17 0.08 0.03 0.22 0.08 0.08
332 0.05 0.06 0.09 0.03 0.10 0.03 0.08 0.03
334 0.03 0.08 0.01 0.28 0.10 0.06 0.08 0.06
336 0.15 0.00 0.00 0.0b 0.00 0.03 0.17 0.08
338 0.08 0.00 0.00 0.00 0.05 0.03 0.08 0.00
340 0.03 0.00 0.00 0.00 0.05 0.00 0.00 0.00
342 0.10 0.00 0.00 0.00 0.05 0.00 0.00 0.00
344 0.00 0.00 0.00 0.00 0.05 0.00 0.00 0.00
346 0.00 0.00 0.00 0.00 0.03 0.00 0.00 0.00
0.60

B Sinaloa N=20
0.EO B Mayarit N=34
W uahsco =25
B Guermero N=18
O Caxaca N=20
W Chiapas MN=18
BNICARAGUA MN=23
BCOSTA RICA N=1T7

frecusncia

Tabla 6.10b Distribucion de las frecuencias alélicas en el locus Cm84 y sus errores std. determinados por
<bootstrapping» de los valores observados.
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Tabla 6.11 Frecuencias genotipicas y heterocigosidad para el locus Cm84, h, = heterocigosidad observada, h,~ heterocigosidad
esperada. Hy prom y H, prom= heterocigosidad observada y esperada promediada para todas las poblaciones a partir de h, y h, resp
Nota: Para mayor claridad, se eliminaron los genotipos no observados y los valores de 0 fueron substituidos por « - »

320/330 - 0.03 —
1320/334 - — 0.02 . . . . .

322/322 0.03 0.02
322/324 0.06 0.02
322/326 0.03 0.02 0.15 0.17
322/328 0.02
322/330 0.06 0.16 0.06
322/332 0.05 0.05
322/334 0.03 0.06
322/336 0.05 0.33 0.11
322/338 0.11
324/324 0.05 0.09 0.20 0.11
324/326 0.03 0.07 0.06 0.06
324/328 0.10 0.07 0.17
324/330 0.12 0.05
324/332 0.06 0.05
324/334 0.06 0.05 0.06
324/336 0.11
324/340 0.05
326/326 - 0.06 0.05 0.15 0.22 0.06
326/328 0.05 0.03 0.07 0.10
326/330 - 0.03 0.09 0.17 0.11
326/332 0.05 0.10
326/334 0.25 0.06
326/336 0.15 0.05 0.06
326/338 0.15 0.06
326/342 0.10
328/328 0.05 0.09 0.05 0.05 0.17
328/330 0.05 0.06 0.06 0.17
328/332 0.05 0.06 0.10 0.05
328/334 0.10 0.05 0.33
328/338 0.05
328/340 0.10
330/330 0.03 0.02 0.05 0.06
330/332 0.06
330/334 0.05 0.06
330/342 0.05
332/332 0.02
332/342 0.05
334/334 0.03
334/336 0.05 0.05
334/338 0.05
334/342 0.05
334/346 0.05
336/342 0.05
344/344 0.05
Total 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
ho 0.90 0.67 0.68 0.75 0.75 0.56 1.00 0.83
he 0.86 0.83 0.80 0.78 0.85 0.73 0.85 0.83

IHo prom 0.77
He prom 0.82
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Tabla 6.12 Heterocigosidad observada y esperada para cada poblacion promediada para los tres loci (Ho y He).

Ho 0.50 0.41 0.38 0.46 0.56 0.35 0.83 0.47
He 0.49 0.44 0.46 0.42 0.52 0.41 0.74 0.47

Tabla 6.13 Probabilidad estimada de que las colonias se encuentren en equilibrio Hardy-Weinberg

Cm72 0.48 0.05 0.72 0.51 0.01 0.33 032 1.00
Cm84 0.14 0.05 0.00 0.46 0.03 0.11 0.00 0.16
Cc141 100 0.06 1.00 0.29 1.00 1.00 1.00 1.00

Tabla 6.14 Valores de P de que las colonias estén en equilibrio H-W para La Gloria y Platanitos,
separando los resultados por afio.

Cm72 0.05 0.51 0.06 0.72 1.00 0.66
Cm84 0.05 0.43 0.13 0.003 0.09 0.07
Ccl41 0.06 0.41 0.14 1.00 1.00 1.00

Tabla 6.15 AMOVA para los datos de microsatelites en tortuga golfina

Entre poblaciones 7 22.816 |0.10719 Va 12.21
Dentro de poblaciones 180 | 138.663 |0.77035 Vb 87.79
Total 187 | 161.479 |0.87754

Dgr=0.12
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Informacién complementaria de L epidochelys olivacea en el Pacifico oriental (por
Raquel Brisefio Duefiasy F. Alberto Abreu Grobois)

(nota: cualquier mencion a informacion en esta seccion debera hacer referencia a R. Brisefio Duefias (1998)
Variacion genética en la region control del ADN mitocondrial de poblaciones de la tortuga golfina,
Lepidochelys olivacea, en el Pacifico oriental y las implicaciones para su conservacion. Tesis de Maestria.
Universidad Auténoma de Sinaloa)

Flujo genico entre colonias

Con el propésito de validar o contrastar los resultados obtenidos a partir del analilsis genético, se analizd
una fuente de informacidon que también permitiera evaluar los niveles de flujo génico entre colonias, pero de
manera independiente. Se analizaron los datos de marca-recaptura aplicado a hembras reproductoras de L. olivacea
provenientes de los programas de marcado en México y Costa y Rica. El dato de relevancia en este contexto
seria sobre la existencia y frecuencia de hembras que anidan en mas de una playa (Tabla 6.6) en contraposicion
con un comportamiento de estricta fidelidad a una sola playa. Si fuera el segundo caso, se esperaria (como ocurre
en otras especies de tortugas marinas) ausencia de evidencias de traslocacion de sus sitios de anidacion a hembras de
la especie junto con una diferenciacion genética significativa entre colonias (ver Bowen, 1996)

De este conjunto de datos, se observa, por ejemplo, que tortugas que anidaron en Oaxaca, tienen la
capacidad de desplazarse subsecuentemente para anidar a otras playas en regiones tan distantes como algunas
ubicadas tanto al norte, en México (Jalisco) como al sur y fuera del pais (Colombia). Por otro lado, tortugas
marcadas durante su anidacion en la playa "El Verde", Sinaloa se han recapturado anidando en playas de una
region que abarca practicamente la extension total del litoral mexicano (ver por ejemplo Rios-Olmeda, 1997).

Esta informacion corrobora y extiende las observaciones de los resultados genéticos e implican la
ocurrencia de cantidades suficientes de emigrantes por generacion entre colonias del Pacifico oriental como para
afectar la distribuciéon de la variacidon genética en escalas de tiempo evolutivo.

En la tabla 6.16, se observa igualmente que las tortugas golfinas que anidan en las playas de Nancite y
Ostional (Costa Rica) tienen una alta frecuencia en la alternancia de uso de estas dos playas para la anidacion.
Independencia demografica entre colonias

No obstante que los resultados de genética y de los programas de marcaje sugiere un flujo genético

Tabla 6.16 Datos de hembras de Lepidochelys olivacea marcadas durante la anidacion en una
playa y recapturadas anidando en playas diferentes.

sitios de Paises que dist.
frac anidacion comparten aprox. ref.
alternativos anidaciones (km)
1 Sinaloa — México 300 Rios com. pers
Nayarit
1 Sinaloa — México 1,487 Rios com. pers.
Oaxaca
1 Sinaloa - México 2,050 Rios com. pers
Cbiapas
1 Colima — México 280 Marquez, com. pers.
Guerrero
1 Oaxgca - México 1,171 Marquez, com. pers
Jalisco
Oaxaca — . .
1 Michoacan México 700 Marquez, com. pers.
2 Oaxaca — México 230 Marquez, com. pers.
Guerrero
1 Oaxaca - México — Guatemala 7 Marquez, com. pers.
Guatemala
Oaxaca — - .
2 El Salvador México - El Salvador 900 Marquez, com. pers.
Oaxaca — . . ]
1 Colombia México — Colombia 2,600 Marquez, com. pers.
50 Nangte- Rica Costa Rica 50 Chaves com. pers.
Ostional
10 Nancite Costa Rica — Nicaragua 150 Chaves com. pers.
Chacocente




informe Final - F. Alberto Abreu Grobois, Raquel Brisefio Duefias, Ana R. Barragan Rocha 39

importante en escalas de tiempo de significancia evolutiva, existen otras evidencias que sugieren que, en
escalas de tiempo de relevancia para el manejo, la demografia de las colonias de esta especie se comportan
de manera independiente! Una visién de este enfoque puede observarse en la Figura 6.11 en donde se
compendia la informacion histérica de las tendencias poblacionales. en tres colonias reproductoras con
comportamiento de arribazones en México en los tltimos 40 afios: El Playon de Mismaloya, Jal.(de donde se
obtuvo la muestra de La Gloria para este trabajo): Piedra de Tlalcoyunque, Gro. y Escobilla, Oax. Las
francas diferencias en el comportamiento del nimero de nidadas registradas, entre la Escobilla y las otras
dos playas, se encuentran directamente relacionadas con eventos antropogénicos (captura comercial
intensiva) que provocaron un abatimiento de estas Ultimas observables en afios posteriores. Esto es, las
colonias de Jalisco y Guerrero estuvieron sometidas durante la década de los 60's a una captura comercial sin
precedentes, rebasando una extraccion 1.5 y 2 millones de tortugas en México, principalmente golfinas, de
acuerdo a datos extraoficiales, en las dos décadas entre 1965 y 1975

Figura 6.11 Anidaciones de L olivacea en tres playas de arribada y registros
oficiales de captura comercial en el periodo 1961-1994 (Marquez et al., 1996b;
Silva-Batiz, 1994; Marquez et al., 1976; Nava, 1994)
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No existen registros oficiales de los niveles de extraccidon real posterior a ese periodo, porque la

captura legal fue limitada a franquicias especiales y en 1990, se declar¢ la veda total.

La informacion que es particularmente relevante para analizar posibles interconexiones o
independencia demografica entre las colonias es la dindmica de crecimiento poblacional en las mismas
durante los ultimos 20 afios. Mientras que las colonias de Jalisco y Guerrero que fueron seriamente
disminuidas por la pesca no muestran sintomas de una recuperacion significativa, y pesar de los esfuerzos de
conservacion la colonia de Escobilla ha mostrado una recuperacion sostenida a partir de 1990.

El mismo comportamiento hacia incrementos poblacionales se ha observado también en otras playas
del litoral mexicano. Inclusive, en los inventarios de las anidaciones de golfina en el Pacifico mexicano, se
tienen registros colonizacion de sitios en los que no se habian registrado anidaciones en temporadas
previas.
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Discusion

Diversidad genética

Mientras que estudios anteriores sobre la diversidad genética de las tortugas marinas a partir del
analisis del DNA mitocondrial habian descrito a la tortuga golfina como un taxén de baja diversidad y una
filogenia del DNA mitocondrial "poco profunda" (Bowen y Karl, 1996) o, en la investigacion mas reciente
con un nivel de diversidad haplotipica entre "moderado" y "bajo" (Bowen et al., 1998), los resultados aqui
obtenidos para la diversidad haplotipica (h) indican que dentro de una escala regional (Pacifico oriental),
los valores son muy similares y caen dentro de la gama de los observados para otras especies (Tabla 6.17)

Por otro lado, los valores de diversidad nucleotidica (w) contrastan marcadamente con los valores en
otros grupos de tortugas marinas, siendo menores y mas homogéneos. Esta homogeneidad podria ser
ocasionado por recientes colonizaciones regionales de acuerdo a los comentarios de Bowen et al. (1998) y
seria consistente con la pequena diferenciacion estructural entre los haplotipos. Bajo esta explicacion, el poco
tiempo transcurrido no habria permitido alcanzar niveles de diferenciacién que son encontrados mas
comunmente en las otras espcecies.

Los resultados del analisis en el DNA nuclear por medio de microsatélites tampoco encontrd
evidencias de disminucion en los niveles de variabilidad genética. Los valores de heterocigosidad promedio y
del numeros de alelos se encuentran dentro de la gama identificada para otras especies de tortugas marinas
(Tabla 6.18) que investigaron con los mismos loci.

Los analisis de la composicion genética podrian también abordar la pregunta sobre la posible erosion
de la variabilidad genética, posible producto de los cuellos de botella a la que han sido sujetas las poblaciones
en las ultimas décadas y que resultaria de una subsecuente endogamia. Desgraciadamente, no se cuenta con
un valor umbral universal que permitiria objetivamente determinar si un cierto valor de diversidad reflejan
una endogamia o no, y menos para tortugas marinas. Como alternativa viable, podemos comparar entre
especies usando el mismo segmento del DNA, con la ventaja de poder comparar y contrastar dentro de un
mismo grupo con ancestrias comunes. Bajo este contexto, los resultados de diversidad genética para las
colonias de tortuga golfina en el Pacifico oriental exhibe niveles que caen dentro de la gama observada en
otras especies de tortugas marinas y no reflejan disminuciones observables.

Tabla 6.17 Niveles de diversidad genética en la region control del DNA mitocondrial
de tortugas marinas

) * o Diversidad  Diversidad ®©
= ® g Haplotipica Nucleotidica 2
o o = (0]
5 s B ) (m) o
rango rango D
§ S ¢ ; 5 2
L . 0.12-0.78 0 - 0.006 Basa et al.
E. imbricata| Caribe 7 17 (0.85) (0.0119) (1996)
Atlantico y
. 0-0.82 0 -0.006 Encalada
C.mydas | Medltora- | 9 ) 18 (0.83) (0.0050)  etal. (1996)
. 0.002 Dutton
D coriacea Global 8 0.54 (0.0051) (1996)
. Golfo de Bowen
L. kempi Meéxico 1 4 0.69 0.003 et al. (1996)
: 0-0.76 0-0.21 Bowen
L. olivacea Global 7 12 (0.81) (0.0077) et al.(1998)
. 0.0020-
L. olivacea ga.cn‘lco 6 13 | 049-0.73 0.0033 | este trabajo
riental (0.67) (0.0025)
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Tabla 6.18 Variabilidad en loci de microsatélites del DNA nuclear en varias especies de tortugas marinas.

Cm72 Cm84 Cc 141

Especie h h h Referencias
(num de alelos)  (num de alelos)  (ndm de alelos)

Erﬁ;@ﬁgggys 0.615 (7) 0.706 (15) - Fe'ttzsl'r(';rggg)s
Cn'l%’g‘s'a 0.900 (25) 0.707 (19) . Z‘:i\sl'r(';"g’ggf
e oz | omw | - | Fesmr
Coma | omsm | osmn | - e
SR ooy | omre | - | fesnms
Lepidochelys FitzSimmons
olivacea D) B ) . et al. (1995)
L. kempii 0.521(3) 0.746 (18) 0.660 (6) Kichler (1996)
L. olivacea 0.491(3) 0.912 (16) 0.135 (2) Kichler (1996)
L. olivacea 0.47 (3) 0.77 (13) 0.14 (2) Este trabajo

Estructura y unidades de manejo

El analisis de la estructura de las poblaciones por medio de AMOVA o procedimientos similares ayuda a
identificar la presencia de discontinuidades dentro del conjunto estudiado que reflejaria la presencia de unidades
demograficamente independientes o unidades de manejo discretas. En varias especies, por ejemplo en la tortuga
verde (Encalada et al., 1996) y en carey (Bass et al., 1996) este comportamiento prevalece y asi, a partir de
resultados con secuencias de la region control del DNA mitocondrial, se encuentran valores altos del estadistico
que mide el grado de diferenciacion interpoblacional (Tabla 6.19). En ambas de estas dos especies, su
comportamiento tipico incluye una marcada tendencia hacia la filopatria y, por consiguiente se obtiene una plena
identificacion de unidades de manejo. En el presente estudio con la region control del DNAmt en las tortugas
golfinas, se obtuvieron valores muy bajos de ®st (1.8 - 3.6%), junto con altos valores de Nm (flujo génico). Esto
nos conduce a determinar que las lineas maternas de las tortugas golfinas del Pacifico oriental son escencialmente
panmicticas, por lo menos dentro de esta escala geografica y dentro de una escala de tiempo que abarca varias
generaciones. Los resultados de microsatélites también arrojan una conclusion similar ya que, aunque los valores
de ®st son mas elevados (12%) , son marcadamente menores de el rango de 20-60% encontrado para especies

Tabla 6.19 Estimadores de estructura poblacional y tasas de migracion en diferentes especies de tortugas marinas
usando la region control del DNA mitocondrial

Grado de N
: : ey m
. Area Diferenciacion . .
Especie e X (flujo Referencias
Geografica Interpoblacional énico)
(FST.GSTo 4'sT) 9
E. imbricata Caribe 64% 0-2.0 Bass et al. (1996)
Atlantico y oo _ Encalada et at.
C. mydas Mediterraneo 20 -97% 0.02-25 (1996)
D. coriacea | Atlantico 8 - 23% 0.4-1.4 D“Et%‘ggt) al.
L.olivacea | Global 59% 0.2-4.5 BO‘Z‘Q‘;’QS; al.
L. olivacea Pacifico 33% 0.14-0.28 Este trabajo
L. olivacea Pap|f|co 1.8-3.6% 4 ->50 Este trabajo
Oriental
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tortugas marinas donde se ha demostrado la presencia de unidades de manejo bien definidas (carey y
verde, Tabla 6.19). Los mayores valores obtenidos con microsatélites refleja la mayor resolucion obtenible a
partir del andlisis de este tipo de loci y que aparentemente puede detectar diferencias mas sutiles entre las
poblaciones que la que se obtiene con la region control del DNAmt.

Una alternativa a la panmixis, para explicar los resultados, implicaria un evento de colonizacion
reciente (en escala evolutiva, dentro de los ultimos 300,000 afios segliin estimaciones de Bowen et al., 1998
con base en los datos moleculares), mas que un flujo contemporaneo de genes.

Sin embargo, las evidencias independientes obtenidas de los resultados de marca-recaptura de
tortugas golfinas (ver seccidon Informacion complementaria) también apoya una conclusiéon de panmixia en
esta region, por lo menos en escalas de tiempo evolutivo.
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Tortugataud

Variacion genética en loci de microsatélites del DNA nuclear (por
Ana Barragan Rocha)

(nota: cualquier mencion a resultados en esta seccion deberd hacer referencia a A. Barragdn Rocha (2000)
Genética Poblacional de la tortuga laad (Dermochelys coriacea) en el Pacifico mexicano. Tesis de
Maestria. Universidad Nacional Autonoma de México)

Se analizaron un total de 83 muestras de tortuga laud de las cuatro principales playas de anidacion
del Pacifico, para dos loci, DC99 y Nigra32 (N32). Se obtuvieron las frecuencias alélicas y las frecuencias
genotipicas. En la tabla 6.17 se muestran los alelos encontrados para los loci DC99 y Nigra32, clasificados
segun la clasificaciéo de Dutton (1995) (Nota: en la base de datos enviada a la CONABIO se identifica a los
genotipos observados tanto con la asignacion de letras, como por medio del tamafio del alelo, expresado en
pares de bases). Se encontraron 7 alelos para el locus DC99 y 5 para N32. Es importante resaltar que el alelo
denominado "Z", encontrado para nuestras muestras de laud en el locus DC99, no se habia descrito antes y por
tanto corresponde a un alelo nuevo.

Las frecuencias genotipicas relativas encontradas para cada loci por colonia anidadora se muestran en
la tablas 6.18 y 6.19 para los loci DC99 y N32, respectivamente.

Los loci empleados en el analisis de las muestras presentaron 5 o mas alelos cada uno; un grado de
variabilidad que se considera adecuada para describir las caracteristicas genéticas a nivel poblacional.

Los niveles de heterocigosis observados en las colonias anidadoras de tortuga laud del Pacifico
mexicano (mayores a 0.5) corresponden a una poblacion que no manifiesta efectos de endogamia ni de
fijacion de alelos que pudieran resultar de deriva génica a consecuencia de tamafios pequefios de poblacionales
mantenidos durante varias generaciones. Este resultado podria indicar que la reduccién de las anidaciones
observadas en los Ultimos afios para las principales playas de anidacidén del Pacifico, en caso de que refleje
una reduccion real en el nimero de hembras anidadoras de esta especie en la region, ha ocurrido demasiado
rapido para causar efectos en la composicion genética, tomando en cuenta que dichos efectos sélo son
perceptibles después de varias generaciones. Por consiguiente, la tortuga latd del Pacifico mexicano no esta en
riesgo inmediato de presentar sintomas de depresion por endogamia relacionados con bajos niveles de
heterocigosis. Sin embargo, al desconocerse el tamafio efectivo de las poblaciones (el cual considera también
el nimero de machos adultos) no es posible predecir en este momento si el alto nivel de heterocigosis
observado en este estudio se puede mantener en el futuro.

Tabla 6.17 Frecuencias alélicas para dos loci en muestras de tortuga latd de las cuatro principales colonias anidadoras del
Pacifico mexicano

DC99 Nigra32

Mexiquillo, Tierra | Chacahua, | Barra de Mexiquillo, Tierra | Chacahua | Barra de

Alelo Mich. Col., Oax la Cruz, Mich col., Oax la Cruz,
Gro Oax Gro Oax

N2) veni| ©2) | ez | N0 iy | 2 | e
A 0.00 0.03 0.07 0.09 0.10 0.09 0.11 0.11
B 0.30 0.21 0.34 0.30 0.68 0.50 0.59 0.48
C 0.16 0.09 0.11 0.14 0,08 0.21 0.20 0.23
D 0.14 0.15 0.11 0.11 0 0.00 0.00 0.00
E 0.30 0.32 0.27 0.27 0.13 0.21 0.11 0.16
F 0.09 0.12 0.07 0.05 0.03 0.00 0.00 0.02
V4 0.02 0.09 0.02 0.05 - - - -
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Tabla 6.18 Frecuencias  genotipicas
observadas en muestras de tortuga laud de las
cuatro principales colonias anidadoras del
Pacifico mexicano para el locus DC99.

Tabla 6.19 Frecuencias genotipicas
observadas en muestras de tortuga laud de
las cuatro principales colonias anidadoras
del Pacifico mexicano para el locus
Nigra32.

Mexiguillo, Tierra Chacahua, ]ls:g:u(;f
Alelo Mich. Col., Gro Oax Oax
(N=22) (N=17) (N=21) (N=22)
AB - B 0.10 0.14
AC - 0.06 0.05 B
AE - - - 0.05
BB 0.18 - 0.10 0.14
BC 0.09 - 0.10 0.05
BD 0.05 0.06 0.14 0.09
BE 0.05 0.18 0.10 0.05
BF 0.05 0.18 0.05 -
CD 0.09 - 0.05 -
CE 0.14 0.12 0.05 0.18
CF - - - 0.05
EE 0.14 0.12 0.14 0.09
EF 0.14 - 0.05 0.05
DD 0.05 0.06 - 0.05
DF - 0.06 0.05 -
7D 0.05 0.06 - 0.05
7ZE - 0.12 0.05 0.05
he 0.42 0.80 0.78 0.80
ho 0.64 0.82 0.76 0.73
Mexiquillo, | Tierra Chacahua, ]:arra de
Alelo Mich. Col., Gro Oax ag;‘;:z,
(N=20) (N=17) (N=22) (N=22)
AA 0.050 - 0.045 -
AB 0.100 0.176 0.091 0.136
AE - - 0.045 0.091
BB 0.450 0.235 0.318 0.273
BC 0.100 0.235 0.273 0.227
BE 0.200 0.118 0.182 0.045
BF 0.050 - - -
CC - 0.059 0.045 -
CE 0.050 0.059 - 0.182
CF - - - 0.045
EE - 0.118 - -
he 0.52 0.66 0.62 0.57
ho 0.50 0.59 0.59 0.73
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Tabla 6.20 AMOVA con base en el estadistico Fst para los datos de microsatélites en
tortuga laudrealizado mediante el programa ARLEQUIN 1.1 (Schneider et al., 1997)

Porcentaje
F . ., I Suma de Componentes de
uente de variacién | 8L | . aqrados | de variacién .
variacion
Entre poblaciones 3 0.923 -0.00839 Va -1.28
Dentro de poblaciones 166 110.124 0.66340 Vb 101.28
Total 169 111.047 0.65500
(l)ST =0.13

El analisis de frecuencias alélicas permite identificar la presencia de alelos raros. Conocer la
existencia de alelos raros es importante porque generalmente éstos caracterizan las poblaciones que los
contienen. Las frecuencias alélicas de todas las colonias anidadoras del Pacifico mexicano consideradas en
conjunto son en general similares a las encontradas para Costa Rica por Dutton (1995), a excepcion de la
presencia de un alelo raro en el locus DC 99 (nombrado Z en este estudio) que no se reporta en la poblacion
mencionada. Aunque todavia es prematuro concluir que este alelo es caracteristico de las tortugas del
Pacifico mexicano, ya que el tamafio de muestra es muy diferente (84 en México contra 24 en Costa Rica),
puede ser un indicio de que las tortugas que anidan en M¢éxico pueden distinguirse de las que anidan en
Costa Rica.

Las frecuencias alélicas consideradas por colonia (labia 6.17) muestran que el alelo Z no se
encuentra en las muestras de Mexiquillo, aunque si se observa en el resto de las playas y en muy baja
frecuencia.

Discusion

Los valores de heterocigosis en las colonias anidadoras mexicanas analizadas fué alto, tanto por
locus (Tablas 6.18 y 6.19) . Es interesante notar que los valores de H para el Pacifico mexicano son muy
similares al valor de diversidad haplotipica encontrada para México por Dutton y colaboradores (1999),
usando la region

Pop. MEX | TC | CHA
0.014

TC +0.017 - Tabla 6.21 Valores de F para comparaciones por
pares de colonias anidadoras de tortuga laud

CHA 0.001 0.004 _ Dermochelys coriacea de México. Los valores de
+0.007 | +0.003 error estandar fueron obtenidos mediante

bootstrapping exhaustivo con el programa

BC 1 0.018 | -0.003 | -0.003 | \jjcROSAT (Minch, 1997).
£0.024 | £0.006 | 0.006

MEX: Mexiquillo; TC: Tierra Colorada;
CHA: Chacahua; BC: Barra de la Cruz

control del DNAmt (h = 0.712 + 0.073). Esto es un indicio de que la alta heterocigosis encontrada en el presente
estudio no es producto del tipo de marcador molecular utilizado (siendo los microsatélites marcadores hipervariables),
sino reflejo de una verdadera variabilidad genética elevada en la poblacién. Estos resultados sugieren que, a
pesar de la declinacién en el nimero de hembras anidadoras observadas en las playas del Pacifico mexicano en
los ultimos afios, esta ha ocurrido demasiado rapido para tener un efecto cuantificable sobre la variacién genética
a nivel poblacional.

Los resultados del analisis de varianza molecular (AMOVA), realizado a las colonias anidadoras del
Pacifico mexicano como un solo grupo, se muestran en la tabla 6.20. El analisis se realizé con base en el numero
de alelos diferentes (Fst; Wright, 195 1). También se calcularon los indices Fst para las cuatro colonias
anidadoras mexicanas, en comparaciones por pares de colonias (Tabla 6.21). Podemos observar que los valores
para ambos
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indices se encuentran muy cercanos a cero, por lo que no existe evidencia de subdivision poblacional en el
conjunto de muestras.

Una de las més importantes aplicaciones de los datos genéticos se encontrara en el analisis de la
composicion de capturas incidentales en la pesca comercial que opera en aguas internacionales del Océano
Pacifico. En una reunion reciente (Bolten ef al., 1996), se analizé la condicidn actual de las poblaciones de
tortugas marinas en esa region y el impacto de las pesquerias de palangre sobre ellas. Tomando en cuenta
la delicada condicion en las poblaciones de tortuga laud evidenciada por los datos de anidaciones de las
colonias mas importantes y mejor estudiadas (Chan y Liew, 1996; Sarti et al., 1996) se considera prioritario
el contar con medios para identificar los origenes de organismos capturados incidentalmente con los cuales
derivar estimaciones del impacto real sobre las colonias fuente. El presente trabajo representa un avance
significativo en este objetivo ya que complementan el estudio de Dutton (1995) con poblaciones de
Malasia, Sudafrica y Costa Rica. Un analisis de la composicion alélicas en los loci de microsatélites estudiados
sugiere que existen diferencias importantes en las frecuencias con las cuales se podrian distinguir en
poblaciones mezcladas:

¢ individuos provenientes de colonias mexicanas de aquellos provenientes de colonias costarricenses
¢ individuos provenientes de colonias americanas de aquellos provenientes de colonias

malasias y sudafricanas.
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En este apartado se resumen las conclusiones de relevancia para los objetivos de este proyecto,
obtenidas a partir de los resultados. Cualquier referencia a éstos deberia citar las tesis respectivas
identificadas en las secciones de resultados respectivas para cada técnica y especie investigada.

(1) Instalar y validar metodologias de aislamiento de DNA a partir de muestras de tejidos de

tortugas marinas

¢ Con ligeras modificaciones, los protocolos de reaccion y cebadores que fueron disefiados a partir
del DNA de Chelonia mydas (Allard et al.. 1994) resultaron efectivos para la amplificacion por
medio de la PCR y la secuenciacion de la region control del DNA mitocondrial de L. olivacea.

e Los cebadores para microsatélites de DNA nuclear de tortugas marinas, derivados por FitzSimmons
et al. (1995) a partir de material de Chelonia mydas (Cm72 y Cm84) y de Caretta caretta (Cc 141)
resultaron efectivos para amplificar en DNA de L. olivacea. En la tortuga laud, un mismo éxito fué
obtenido pero con cebadores derivados de la misma especie (DC99) y de una especie de tortuga
terrestre (N32) por los trabajos de Dutton (1995).

e Seria recomendable el desarrollar cebadores adicionales para amplificar microsatélites en L.
olivacea con el proposito de contar con niveles intermedios de diversidad (en términos de nimero de
alelos) que complementen los extremos en este parametro de los aqui usados. Dado que la
tendencia es para que los loci estudiados son mas variables en la especie fuente (FitzSimmons,
1995), es recomendable que los nuevos cebadores provengan de L. olivacea.

(2) Cuantificar los niveles de variabilidad genética y su distribucion entre y dentro de las colonias
reproductoras para determinar si existe algin indicio de reduccién en los valores, como
posible consecuencia de las drasticas declinaciones documentadas para las especies bajo
estudio.

e Dado que los niveles de variabilidad genética determinados a partir de la regidon control como
diversidad haplotipica (h, prom.= 0.60) y nucleotidica (n, prom. = 0.0026) en colonias de la region
del Pacifico oriental (México y Centro América) para L. olivacea son comparables en magnitud a
los de otras especies no se apoya la nocion de erosidén genética en estas poblaciones.

e Las evaluaciones de heterocigosidad en DNA nuclear en L. olivacea de la misma region, utilizando
los tres loci de microsatélites, tampoco evidencian erosion de la variabilidad y son muy similares
a los observados en otras especies de tortugas marinas.

e En D. coriacea, a pesar de la dramatica reduccion en las poblaciones del Pacifico oriental
observada en la ultima década (Sarti et al., 1996), los valores de H en las colonias mas importantes
en el litoral mexicano no indican disminuciones en los niveles de variabilidad genética.

e Los niveles de variabilidad genética detectados son similares, y altos, en todas las poblaciones
del conjunto estudiado para ambas especies.

(3) Analizar la composicion genética de las especies, en el area de estudio para validar la hipétesis de
la existencia de una estructuracion en colonias individuales ("stocks", unidades
"demograficas" o "de manejo'") con tendencias hacia la independencia reproductiva, como
ha sido demostrado para otras especies de tortugas marinas y en otras regiones.

e Con base en el analisis AMOVA para resultados de la region control del DNA mitocondrial en L.
olivacea, los limites de las unidades de manejo se localizan fuera del Pacifico oriental, solamente
siendo discernibles entre esta region y el Pacifico occidental (Australia).

e La totalidad de los analisis moleculares de la distribucion genética (AMOVA, Fst por pares de
poblacioes, flujo génico medido por Nm) en secuencias de la region control del DNAmit en L.
olivacea demuestran que no existe suficiente diferenciacién interpoblacional que demuestre una
tendencia hacia la independencia reproductiva entre las poblaciones del Pacifico oriental (México
hasta Centro América).
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* Los resultados de la caracterizacion genética matrilineal de las poblaciones de L. olivacea en el
Pacifico oriental, sugieren un comportamiento panmictico de la especie en escalas de tiempo
evolutivo (varias generaciones).

e Esta misma conclusion es apoyada y extendida por los andlisis de otra region del genoma en L.
olivacea, sujeto a mayores tasas de mutacion (tres loci de microsatélites- Cm72, Cm84 y Cc 141).

e La hipotesis de panmixia se fortalece con datos de anidamientos en mas de una playa de
anidacion (separadas por distancias de hasta miles de kilometros translocaciones entre México y
Centro-Sudamérica) proporcionados por los programas de marca-recaptura de L. olivacea en el
Pacifico oriental.

e En D. coriacea, los resultados del andlisis de la distribucion de la variacion genética entre las
colonias mas importantes del Pacifico mexicano, en dos microsatélites en el DNA nuclear (DC99 y
Nigra32) demuestran también una nula tendencia hacia la diferenciacion interpoblacional.

e La identificacion de una tendencia hacia la panmixia en ambas especies estudiadas contrasta
marcadamente con los resultados genéticos para otras tortugas marinas (p. €j., la verde y la carey)
que tipicamente mantienen una independencia reproductiva entre poblaciones que ocurren dentro de
regiones de dimensiones similares a las que se estudid para este proyecto. Esta tendencia hacia la
panmixia sugiere que el habito filopatrico no es tan rigido en estas especies como en las otras y es
congruente con el comportamiento oportunista y dindmico de la tortuga golfina y de adaptacion a
utilzar ambientes dinamicos de anidacién en la tortuga latd.

e Los caracteres genéticos resueltos con la metodologia empleada (los haplotipos y sus frecuencias
de la region control del DNAmit de L. olivacea, los alelos de microsatélites y sus frecuencias en L.
olivacea y D. coriacea) seran elementos de gran utilidad para distinguir la contribucién de las
poblaciones de estas especies en sitios de mezcla poblacional (p. ej., rutas migratorias) sujeta a
impactos por pesca incidental en el Pacifico central y otros (ver Bolten et al., 1996).

(4) Analizar las implicaciones de la informacién aqui generada, en programas de conservacion de
tortugas marinas a nivel nacional y regional.

e Para determinar las implicaciones de la informacion genética a los programas de conservacion y
manejo, es necesario considerar las escalas de tiempo de los fendémenos bajo estudio. Si bien en
escalas de tiempo evolutivo (varias generaciones) tanto la tortuga golfina como la latd tienden
hacia la panmixia en la region del Pacifico oriental (posible con apenas 4 eventos de imigracioén o
mas por generacion) para escalas de tiempo relevantes para manejo (10-20 afios) es necesario
considerar fenémenos que ocurren con velocidades mayores.

e Una observacion de relevancia que permite conocer la dindmica y evengadura de eventos
propiciados por el hombre que ocurren en lapsos de pocas décadas se tiene la marcada diferencia
en el comportamiento demografico de las golfinas en las colonias de Jalisco y Guerrero (que
luego del colapso por sobrepesca en los 60s no se han recuperado) y Oaxaca (que se ha
incrementado excepcionalmente en los ultimos cinco afios). Esto sugiere un nivel de independencia
entre poblaciones que limita la difusion de tortugas de una colonia a otra, dentro de escalas de
tiempo mas pequeiias que aquellas definibles por el analisis a partir de secuencias de la region
control del DNAmit..

e El analisis de la informacion genética en conjunto con evidencias proporcionadas por otras lineas
de investigacion que muestran tendencias diferentes entre distintas colonias, sugiere que el
modelo de panmixia para la tortuga golfina y la laud en el Pacifico oriental es aplicable dentro de
escalas de tiempo evolutivo (varias generaciones) pero que dentro de periodos de tiempo menores
(décadas)- de relevancia para programas de manejo y conservacion- la dinamica de intercambio
entre colonias es demasiada lenta para la repoblacion entre colonias.

e La aplicacion del principio precautorio, en conjunto con el analisis integral de la informacion
proveniente de varias lineas de investigacion, permite el planteamiento de que las colonias de L.
olivacea y de D. coriacea en el Pacifico oriental deben ser consideradas como unidades
demograficas de manejo ("stocks") para fines de su conservacion..
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