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Resumen

Los sistemas de apareamiento son variados entre las especies, uno de los mas comunes
es la poliandria, es decir, el apareamiento de una hembra con multiples machos. Una de
las consecuencias de la poliandria es la paternidad multiple, la cual se ha sugerido que
puede proveer de beneficios genéticos a la descendencia como la adquisicién de buenos
genes o el incremento en la diversidad genética. La paternidad multiple ha sido
comprobada en todas las especies de tortugas marinas, y diversos estudios han
analizado su relacion con el éxito en la fertilizaciéon, el desarrollo embrionario y la
supervivencia de las crias. En particular, en la tortuga golfina (Lepidochelys olivacea), se
ha encontrado paternidad multiple entre el 25% y el 92% de las nidadas en diferentes
playas, tanto de anidacion solitaria como en playas de arribada, sin que se hayan
encontrado resultados contundentes con respecto a que existan beneficios para la
descendencia. Es por ello que en el presente estudio se evalud el efecto de la paternidad
multiple en las crias de tortuga golfina. Se obtuvo DNA gendmico de un total de 282
muestras, (10 hembras adultas, 237 crias y 35 réplicas seleccionadas al azar), colectadas
durante la temporada de anidacién del 2016-2017 en Playa de Escobilla, que
corresponden a las arribadas del mes de septiembre de 2016, noviembre del mismo afio
y febrero de 2017. Se realizd la amplificacion de seis microsatélites para evaluar la
relacion que hay, entre la paternidad mdltiple y el éxito de eclosion de las nidadas y con
el indice de condicion relativo (ICr) de las crias. Se detecto6 paternidad multiple en el 60%
de las nidadas analizadas, y se estim6 un maximo de nueve padres y un minimo de dos.
Se encontro una relacion inversamente proporcional entre la paternidad multiple y el éxito
de eclosion, y no se encontré una relacion entre la paternidad multiple y el ICr de las
crias, aunque el nido con seis padres presentd los valores mas altos de ICr, por lo que
esto puede sugerir que existe un numero de padres 6ptimo para que las crias alcancen
los pesos y las tallas mas grandes, pero seria necesario analizar un mayor numero de
nidos con diferentes niveles de paternidad multiple para corroborar esta tendencia.
Palabras clave: Poliandria, tortuga golfina, microsatélites, arribada, Pacifico mexicano.



Abstract

Mating systems are varied between species, polyandry is one of the most common,
whereby the female mates with different males for gamete fertilization. One of the
consequences of polyandry is multiple paternity, it has been suggested that polyandry
provides genetic benefits acquiring “good genes” or enhancing genetic diversity in the
offspring. Multiple paternity has been observed in all sea turtle’s species, and several
studies have analyzed its relation with fertilization success, embryonic development and
offspring survival. Particularly, multiple paternity has been found in the olive ridley turtle
(Lepidochelys olivacea), between 25% and 92% in clutches from different beaches, both
solitary nesting and arribada beaches, without conclusive results regarding benefits for
the offspring. For this reason, the aim of this study was to evaluate the effect of multiple
paternity in olive ridley turtle hatchlings. Genomic DNA was obtained from a total of 282
samples, (10 adult females, 237 offspring and 35 randomly selected replicas), collected
during the 2016-2017 nesting season in Playa de Escobilla, from the arribadas of the
months of September and November of 2016 and February, 2017. Five microsatellites
were amplified to assess, the relationship between multiple paternity and hatchling
success of the clutches along with the relative condition index (ICr) of the offspring.
Multiple paternity was detected in 60% of the analyzed clutches, with a maximum
estimation of nine parents and a minimum of two. An inversely proportional relationship
was found between multiple paternity and hatchling success, and no relationship was
found between multiple paternity and the the ICr of the offspring, although the nest with
six fathers had the highest ICr values, this may suggest that there is an optimal number
of parents for the hatchlings to reach the highest weights and sizes, but it would be
necessary to analyze a mayor number of nests with different levels of multiple paternity

to corroborate this trend.
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1. Introduccion

Diferentes especies muestran diversos sistemas de apareamiento que van desde la
monogamia (una sola pareja en un periodo reproductivo), la poliandria (varios machos en
un periodo reproductivo), la poliginia (varias hembras en un periodo reproductivo), hasta
la poliginandria (varios machos y hembras se aparean sin crear un vinculo continuo
durante el periodo de reproduccion) (Davies & Lundberg 1984).

Una de las consecuencias de la poliandria es la paternidad multiple, que puede
llevarse a cabo de dos maneras, apareandose con varios machos durante el mismo ciclo
reproductivo o haciendo uso del esperma almacenado (Uller & Olsson 2008).

La paternidad multiple ha sido comprobada en todas las especies de tortugas
marinas (Lee et al. 2018), aunque todavia se desconoce qué ventaja evolutiva provee a
la descendencia (Alfaro-Nuafiez et al. 2015, Howe et al. 2018). Se ha sugerido que la
paternidad multiple tiene beneficios en la adquisicion de buenos genes y en el incremento
de la diversidad genética, lo que podria provocar mayor éxito en la fertilizacion, asi como
un mejor desarrollo y mayor éxito en la supervivencia de las crias, pero hacen falta mas
estudios que permitan comprobar estos supuestos (Yasui 1998). En los trabajos que han
abordado las posibles ventajas de la paternidad multiple en algunas especies de tortugas
marinas como la caguama, carey y verde, no se ha encontrado relacién entre la
paternidad multiple y el éxito de emergencia, largo, peso, la velocidad de desplazamiento
de las crias (Alfaro-Nufez et al. 2015), el tamafio de la nidada, el éxito de eclosién o la
frecuencia de huevos infértiles (Gonzalez-Garza et al. 2015). También existe evidencia
de que el tamafio de la hembra puede influir en el nimero de padres que fecundan las
nidadas, ya que las hembras mas grandes, son consideradas las hembras mas
experimentadas y pueden ser las que se apareen con mayor frecuencia, también se ha
sugerido que podria existir una relacion positiva entre el nimero de machos y el éxito de
eclosion (Zbinden et al. 2007) asi como para el desarrollo de los embriones (Howe et al.
2018).

Estudios recientes han sugerido, que el almacenamiento espermatico en las
tortugas marinas podria tener efectos sobre el grado de paternidad mdultiple, porque
aungue no se han encontrado diferencias en el esfuerzo reproductivo de la hembras entre

temporadas, se observd que en la dltima nidada de la segunda temporada de anidacion
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de una hembra remigrante, 66% de los huevos no se desarrollaron, lo que podria indicar
una disminucién de la calidad y la cantidad de esperma (Phillips et al. 2014).

En particular, en la tortuga golfina (Lepidochelys olivacea, Eschscholtz, 1829), se
ha encontrado entre el 25% y el 92% de paternidad multiple en las nidadas de diferentes
playas de anidacion solitaria y de arribada en el continente americano (Hoekert et al.
2002, Jensen et al. 2006), sin que se hayan encontrado implicaciones positivas en la
descendencia.

El presente estudio tuvo como finalidad, aportar conocimiento sobre las posibles

ventajas de la paternidad mdultiple en la tortuga golfina.

1.1 Paternidad multiple

El comportamiento de apareamiento no es igual para todas las especies, en algunas
especies esta demostrado que la disponibilidad de gametos a fertilizar esta en funcién de
la cantidad de machos disponibles para fecundarlos, esto implica también la participacion
en el cuidado parental y el aseguramiento del éxito reproductivo (Berglund et al. 1989).

Este comportamiento de apareamiento también esta regulado por la manera en
que algunos organismos escogen a sus parejas sexuales, que puede ser por tamafios o
por colores y también algunos otros lo hacen siguiendo estrategias de acuerdo al
ambiente en el que se desarrollan. Dentro de estas estrategias de apareamiento
encontramos la poliandria en la cual, las hembras se aparean con diferentes machos para
la fertilizacion de los gametos (Alcock 1984).

En organismos que se encuentran en un entorno con patrones de cambio
ambiental estables, después de copular, la hembra puede discriminar el apareamiento
con machos que puedan heredar caracteristicas que no permitan la supervivencia de las
crias, ya que estas caracteristicas se pueden volver predecibles. En organismos que
estan sujetos a cambios ambientales inestables, las hembras pueden adoptar un
comportamiento de apareamiento que optimice la adquisicion de buenos genes, y asi,
provocar que la hembra se aparee con diferentes machos (poliandria; Yasui 1998). La
poliandria puede proveer beneficios genéticos al incrementar la diversidad genética en
las crias y, en consecuencia, esto generara efectos positivos en la supervivencia, el

desemperio de la descendencia y la reduccién de riesgo de enfermedades (Thonhauser
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et al. 2014). Lo que se tendria que considerar, es si este apareamiento multiple no traeria
consigo desventajas como una competencia fuerte entre hermanos mas que entre
medios hermanos, ya que los primeros tendrian caracteristicas similares para aprovechar
los recursos que tienen disponibles para su desarrollo (Yasui 1998) .

En el caso de algunas aves se cree que las hembras recurren al apareamiento
multiple para asegurar la fertilizacion de sus huevos, ya que este proceso se lleva en un
periodo de tiempo relativamente corto y tienen a su disposicion una mayor cantidad de
semen almacenado, a diferencia de las hembras que se aparean Unicamente con un
macho. En las aves, se ha observado un mejor desarrollo de las crias producto del
apareamiento multiple (Davies 1983).

La poliandria es la estrategia de reproduccion que utilizan las tortugas marinas, se
cree gue con esto las hembras aseguran una mayor variabilidad genética en la
descendencia, aumentando su “calidad” y obteniendo efectos positivos en el rendimiento
y la supervivencia (McLeod & Marshal 2009, Alfaro-Nufiez et al. 2015).

1.2 Tortuga golfina

El grado de paternidad mdultiple, consecuencia de la poliandria, varia entre las especies
de tortugas marinas, esto indica que existen diferencias entre los sistemas de
apareamiento, la eleccion de machos sexualmente activos, el almacenamiento
espermatico y la competencia espermatica, aunque también existen diferencias entre
poblaciones o entre individuos de una misma poblacion. Esto nos podria indicar que hay
un efecto de la abundancia de individuos en estas poblaciones, de las preferencias de
las hembras para la eleccion de machos para el apareamiento o tal vez, de algunas
presiones de seleccion natural. La interaccion entre todos estos factores todavia es
incierta y no se sabe con exactitud como puede afectar el grado de paternidad multiple
gue se encuentra en las nidadas de tortugas marinas (Howe et al. 2018).

La tortuga golfina es una de las mas pequefias dentro de las especies de tortugas
marinas, pertenece al género Lepidochelys y es la mas abundante de todas las especies
de tortugas marinas, pero esto también la hace la mas susceptible a ser explotada. Pesa
alrededor de 35 kg y es principalmente carnivora, los crustaceos son los que se

encuentran mayormente en su dieta (Reichart 1993).
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El caparazon de las tortugas golfinas llega a medir de 55 a 75 cm, es redondeado
con escudos marginales convexos y dirigidos ligeramente hacia arriba, es color olivo
amarillento y tiene cinco escudos centrales y cinco o seis pares de escudos laterales. El
plastron presenta un poro en cada uno de los escudos inframarginales (Abreu-Grobois
1999).

En México se establecié una veda total y permanente para la tortuga golfina en
1990, lo que provoco una recuperacion notable en el nUmero de anidaciones anuales
para el Pacifico mexicano. Actualmente de acuerdo a la lista roja de la Unién Internacional
para la Conservacion de la Naturaleza (UICN), es una especie que se encuentra en
estado vulnerable (Abreu-Grobois & Plotkin 2008), y con respecto a la norma oficial
mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010, es una especie que se encuentra en peligro de
extincion, esto debido a la disminucion de la densidad que se observo en el periodo de
1977 a 1988 en Playa de Escobilla, Oaxaca, la cual es la principal playa de anidacién
masiva en México. Gracias a esta medida, las Ultimas temporadas indican incrementos
en el nimero de anidaciones estimadas, al menos en las costas mexicanas (Peralta &
Luna 2016).

La tortuga golfina ocupa varios tipos de habitats y amplias zonas geograficas en
las diferentes fases de su ciclo de vida, estando expuesta a varias amenazas. Entre estas
se encuentran la degradacion y transformacion del habitat, la cosecha de huevos, la
captura directa de adultos, la captura incidental en las pesquerias, el cambio climatico, la
contaminacion marina y la depredacion (Varo-Cruz et al. 2015).

El apareamiento de la tortuga golfina se lleva a cabo en el océano, por lo general
frente a las playas de anidacion antes y durante la temporada reproductiva, el nUmero
promedio de huevos por nido es de 105. La hembra puede almacenar el esperma del
macho y utilizarlo a lo largo de la temporada de apareamiento (Miller 2000). La anidacion
se puede presentar en zonas de arribada o anidacion masiva, que corresponde a un
evento en el que miles de hembras llegan a desovar de manera sincronizada abarcando
una porcion definida de la playa, esta puede durar unas horas, dias o incluso semanas,
el promedio de arribadas por afio es de nueve y, dependiendo de la densidad de la
arribada, el nimero de nidadas va desde 574 hasta 522,000 (Peralta & Luna 2016). La

anidacion se presenta principalmente de junio a diciembre, y una hembra puede
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ovopositar de dos a seis veces por temporada. Las crias concluyen su desarrollo
embrionario entre los 45-51 dias después de la puesta (CONANP 2008). Un método para
evaluar el éxito de la incubacion es el calculo del éxito de eclosion, el cual es un indicador
del reclutamiento de las poblaciones, este se obtiene mediante la divisiéon del nimero de
crias que eclosionan o rompen su cascaron (o el nimero de cascarones vacios en el
nido) entre el nimero total de huevos, representado como proporcién o porcentaje (Miller
2000).

Un parametro que se usa con frecuencia en el estudio de las poblaciones es el
indice de condicidn, que fue estimado por primera vez en peces, el cual es usado para
comparar la condicion, el peso y el bienestar de los organismos, asumiendo que los
organismos mas pesados y grandes estan en mejor condicion, aunque este factor
muestra valores diferentes entre temporadas, poblaciones o las condiciones ambientales
en las que se encuentren los organismos a analizar (Froese 2006). En tortugas marinas,
el indice de condicién expresa la relacion entre el peso y el largo recto del caparazon,
este indice puede ser un indicador del estado de la alimentacion de los organismos,
pudiendo asociarse al estado de salud de la tortuga (Bjorndal et al. 2000).

El indice de condicion relativo (ICr) (Le Cren 1951) nos permite agrupar individuos
de acuerdo a su apariencia fisica (<1: tamafo pequefo; =1: tamano ideal; =21: tamafo
alto), y esto permite analizar mejor la variacion en el peso y el tamafo de las crias
(Labrada-Martagon et al. 2010).

Uno de los principales factores que afectan no solo el éxito de eclosion, sino la
morfologia y por lo tanto el desempefio locomotor, es la temperatura de incubacion. Se
ha observado que las crias que estan expuestas a temperaturas intermedias de
incubacion (alrededor de 30°C), muestran un mejor desarrollo embrionario y un alto éxito
de eclosion que resulta no solo en crias mas grandes y con una baja tasa de mortalidad,
sino también en crias con un mejor desempefo (Mueller et al. 2019).

Actualmente, hay preocupacion sobre el efecto que el cambio climético puede
tener en las tortugas marinas, ya que la determinacion del sexo de las crias depende de
la temperatura de incubacion: a temperaturas mas calidas la proporcion de hembras
aumenta (Jensen et al. 2018). La temperatura de incubacion también puede repercutir en

el desarrollo de los embriones, el tamafio de las crias, el desempefio locomotor y el éxito
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de emergencia. Con respecto a la tortuga golfina, se sabe que la incubacion de nidos
arriba de 34°C por al menos tres dias consecutivos, afecta negativamente al éxito de
emergencia y el desempefio locomotor de las crias (Maulany et al. 2012). Existe la
prediccion de que en 2100 la temperatura global se incrementara en 2.6°C, por lo que
varias poblaciones de tortugas marinas se encuentran en riesgo de producir inicamente
hembras (Jensen et al. 2018), lo que impactara en los sistemas de apareamiento, en la

incidencia de paternidad multiple y las ventajas que esto conlleva.

1.3 Determinacion molecular de la paternidad multiple

Las herramientas moleculares nos permiten entender los fendmenos naturales desde
diferentes puntos de vista, estos andlisis se basan en la diferencia principalmente entre
moléculas de DNA. Actualmente se encuentran varias técnicas que se han desarrollado
y nos permiten analizar diferentes aspectos ecolégicos y evolutivos como la diversidad
genética, paternidad y parentesco, sistemas de apareamiento, conducta animal,
adaptacion y especiacion (Cornejo et al. 2014).

Uno de los marcadores moleculares que nos permiten determinar relaciones de
parentesco son los microsatélites, que son secuencias de DNA constituidas por motivos
repetidos de una a seis pares de bases (pb), las cuales se caracterizan por presentar
altas tasas de mutacion por lo que son altamente polimoérficos, se pueden clasificar en
mononucledtidos, dinucledétidos, trinucledtidos, tetranucleétidos, pentanucleotidos o
hexanucleétidos, dependiendo del nimero de nucledtidos repetidos (Vazquez & Morales
2014).

La identificacion de alelos para estudios parentales, se realiza de acuerdo al largo
de la secuencia, que esta dado por el nimero de motivos repetidos, el genotipo de los
individuos se determina de acuerdo a las diferencias alélicas de muchos loci, y la
interpretacion de estos analisis estd fundamentada en las bases de la herencia
mendeliana, es por ello que el estudio de la poliandria se puede hacer de manera efectiva
con el andlisis de microsatélites (FitzSimmons 1996). Los microsatélites mono y
dinucledtidos son mas abundantes y tienen una tasa de mutacién mayor a diferencia de
los microsatélites que tienen de tres a seis repeticiones, los cuales tienen menor

variabilidad y menor tasa de mutacién, esto hace a los microsatélites herramientas
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moleculares adecuadas para detectar diferencias entre individuos de una misma
poblacién, para asignacion de paternidad y para estudiar la variacion entre poblaciones
o especies (Vazquez & Morales 2014).

Para el analisis de microsatélites se emplea la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR por sus siglas en inglés), es una técnica que sintetiza un fragmento de DNA
mediante una polimerasa a altas temperaturas. La funcion de la PCR es duplicar un
fragmento de DNA de la misma manera que lo hace una célula, para esto es necesaria
la presencia de una muestra de DNA molde, de la polimerasa, los primers (cebadores o
iniciadores) para que se lleve a cabo la replicacion, la presencia de
dideoxiribonucledsidos trifosfato (ddNTPs), y mantener a determinado pH la muestra
junto con la presencia de sales u otros reactivos (Asuar 2007).

La PCR consiste en la desnaturalizacion del DNA, proceso mediante el cual los
puentes de hidrégeno de la molécula se rompen y asi se logra la separacion de la doble
cadena, los iniciadores se adherirdn a los sitios de reconocimiento dentro de la cadena
sencilla de DNA delimitando la region que se va a amplificar, por Gltimo se sintetiza una
nueva cadena de DNA que posteriormente se unird a la cadena vieja, para formar una
nueva cadena de DNA, este proceso de desnaturalizacidn, alineamiento y extension se
repetird originando millones de copias del sitio amplificado (Diaz et al. 2014). Los
fragmentos amplificados pueden ser visualizados mediante electroforesis, que consiste
en el movimiento o desplazamiento diferencial de ciertas sustancias, por migracion
pasiva, atraccion o repulsion en un campo eléctrico (Castagnino 2000). Existe la
electroforesis en geles de agarosa, geles de poliacrilamida o por capilares en
secuenciadores automaticos.

Esta Ultima es una técnica de separacion basada en la migracion de los
componentes de la muestra sujetas a un campo eléctrico a través de un capilar de
aproximadamente 50um, en donde los fluoroforos acoplados al fragmento de PCR
amplificado seran detectados por un laser que los excita a diferentes longitudes de onda,
permitiendo la visualizacion de los fragmentos amplificados y esto hace que el proceso
sea mas rapido y preciso (Magafia et al. 2009). Para esta técnica son necesarios
iniciadores marcados con fluorescencia, pero estos pueden ser bastante costosos. Una

manera de reducir los costos de los iniciadores es emplear aquellos que tengan una
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secuencia extra (modificacion) o sonda que les permita ser individuales y no una
secuencia especifica (como en el caso de los iniciadores). De esta manera se podria
aplicar un sistema de tres iniciadores, comunmente un iniciador forward con una
modificacion en el extremo 5’, un iniciador reverse y un iniciador universal con fluoréforo
en el extremo 5'. De esta manera, mediante las condiciones de la PCR el iniciador forward
con la secuencia extra se incorpora a los productos de la PCR, cuando este iniciador se
consume, el iniciador universal se adhiere a los otros e incorpora la fluorescencia
(Schuelke 2000). El iniciador que tiene la marca fluorescente puede utilizarse con
cualquier otro iniciador que cuente con la modificacion universal para su andlisis (Boutin-
Ganache et al. 2001).

2. Antecedentes

Existen pocos analisis de paternidad multiple en tortugas golfinas, se tiene registro de
cinco estudios en los que se determind el porcentaje de paternidad multiple, tres de estos
fueron realizados en diferentes playas de anidacién solitaria, en las cuales se reportan
porcentajes de paternidad multiple de 25% en Galibli, Suriname (Hoekert et al. 2002),
30% en Playa Hermosa, Costa Rica (Jensen et al. 2006) y 75% en Punta Ratén y Punta
Venado, Honduras (Duran et al. 2015); los otros dos estudios se llevaron a cabo en playas
de arribada, reportando un porcentaje de paternidad multiple de 50% en Playa de
Escobilla, México (Villegas-Zurita 2008) y 92% en Ostional, Costa Rica (Jensen et al.
2006).

Jensen et al. (2006) colectaron muestras de dos localidades de Costa Rica:
Ostional que es una playa de arribada y de Playa Hermosa que es una playa de anidacién
solitaria. Los autores plantearon una correlacion entre la incidencia de la paternidad
multiple con el tamafio de la colonia, siendo mayor la incidencia de paternidad multiple
en playas de arribada, analizaron seis microsatélites para la asignacion de paternidad en
26 nidos y 581 crias de tortuga golfina, encontraron 92% de paternidad multiple en
Ostional, que es una playa con mayor abundancia de hembras anidadoras a diferencia
de Playa Hermosa en donde encontraron solo 30% de incidencia.

Villegas-Zurita (2008) determiné la frecuencia de paternidad multiple en tortuga

golfina de Playa de Escobilla, en el estado de Oaxaca, México. Utilizando dos loci de
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microsatélite encontro paternidad multiple en un 50% de las familias analizadas (319 crias
y 16 madres), se identificaron entre dos y cinco padres en las nidadas analizadas y no
encontro influencia del nimero de padres sobre el porcentaje de eclosion.

Turkozan et al. (2019) investigaron la incidencia de paternidad multiple en la playa
de Akyatan, en Turquia, en donde se encuentra la colonia mas grande de tortuga verde
(Chelonia mydas, Linnaeus, 1758) del Mediterraneo utilizando nueve microsatélites, en
22 nidos y 330 crias, encontraron una incidencia del 63.6% de paternidad multiple en la
colonia y un promedio de tres padres por nidada. Cabe resaltar que es el primer estudio
gue reporta diez padres involucrados en la fecundacion de una nidada, es el nUmero mas
alto de padres encontrado en tortugas marinas hasta el momento.

Zbinden et al. (2007) examinaron la frecuencia de paternidad multiple en una
colonia de tortuga caguama (Caretta caretta, Linnaeus, 1758) del Mediterraneo, trataron
de relacionar el numero de padres con el tamafio de la hembra y el éxito de eclosion de
las crias. Tomaron en cuenta 571 crias provenientes de 15 nidos, para la asignacion de
paternidad utilizaron cuatro microsatélites. Encontraron una correlacion positiva entre el
namero de padres con el tamafio de la hembra y con el éxito de eclosién, sugiriendo que
el tamafio de la hembra esté relacionado con la frecuencia de apareamiento, ya que los
machos tienen preferencia por las hembras mas grandes, y también al ser hembras con
mayor madurez sexual pueden producir huevos de mejor calidad y elegir los mejores
sitios de anidacion.

Alfaro-Nufez et al. (2015), analizaron los efectos de la poliandria y el numero de
padres involucrados en los rasgos morfoldgicos y de supervivencia de la tortuga verde
(Chelonia mydas) en Tortuguero, Costa Rica, encontrando un 92% de paternidad multiple
en 530 crias provenientes de 12 nidos, con la intervencion de tres padres por nido en
promedio. Los autores sugieren dos enfoques para la evaluacion de los efectos de la
paternidad multiple en los rasgos morfologicos: primero, los nidos con el mismo nimero
de padres; y segundo, los nidos con la misma contribucién parental (padres que
contribuyan con la mayor proporcion de crias). Con respecto a los nidos con el mismo
namero de padres, encontraron valores mayores en el largo y el peso de las crias

provenientes de nidos con dos o tres padres, mientras que las crias de los nidos con la



misma contribucion parental no presentaron diferencias significativas en los rasgos
morfologicos.

Gonzélez-Garza et al. (2015) realizaron un estudio en la Peninsula de Yucatan en
México, en seis colonias de anidacion de tortuga carey (Eretmochelys imbricata,
Linnaeus, 1766), analizaron 12 loci de microsatélites en 1,195 crias de 50 nidos para
evaluar los niveles de paternidad multiple, la variacién genética y la relacion de los niveles
individuales de homocigosidad con el éxito reproductivo (tamafio de la nidada, éxito de
eclosion y porcentaje de huevos sin fertilizar). De los 50 nidos analizados, solo el 6%
presentd paternidad multiple, uno de los porcentajes mas bajos encontrados para esta
especie. Estimaron que los nidos con paternidad multiple fueron fecundados por un
maximo de tres padres, con un macho dominante en cada nido. La variacion genética fue
similar entre colonias, lo que sugiere la existencia de filopatria. No encontraron evidencia
de que la variabilidad genética estuviera asociada a diferencias en el éxito reproductivo,
sin embargo, encontraron que las hembras remigrantes tuvieron una mayor diversidad
genética a diferencia de las tortugas neofitas, o que podria suponer una pérdida de
variacion genética. No encontraron una relacion entre la homocigosidad y el tamafio de
la nidada, el éxito de eclosion o el porcentaje de huevos sin fertilizar, lo que podria indicar
gue la diversidad genética que hay en las colonias de la Peninsula de Yucatan, no afecta
el éxito reproductivo.

Phillips et al. (2017) analizaron la forma en que la variabilidad genética individual
se relaciona con el tamafio de la nidada y el éxito del huevo (éxito de eclosion, éxito de
emergencia y éxito de fertilizacion), en nidadas de tortuga carey de la Republica de
Seychelles. Para la correlacion del tamafio de la nidada, tomaron en cuenta la
heterocigosidad materna y para el éxito del huevo, consideraron la heterocigosidad
paterna y el parentesco obtenidos de 32 microsatélites. No encontraron efectos de la
heterocigosidad materna sobre el tamafio de la nidada o el éxito de los huevos. Sin
embargo, encontraron efectos de la heterocigosidad paterna y el parentesco, en el éxito
del huevo: en niveles bajos a intermedios de heterocigosidad paterna, el parentesco se
incrementd y afectd de manera negativa al éxito del huevo; al contrario, cuando la
heterocigosidad paterna aumentd, el parentesco desaparecio y se dio un efecto positivo

en el éxito del huevo.
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Howe et al. (2018) determinaron si el grado de paternidad multiple en las nidadas
de tortuga caguama, presentaba relacién con el tamafio del cuerpo de las hembras o con
la experiencia de apareamiento y como esto influye en la fertilizacion y el éxito de eclosion
de las crias. En total analizaron 29 nidos y 552 crias con seis microsatélites, encontraron
65.5% de incidencia de paternidad mdultiple, no encontraron una relacion entre la
paternidad multiple y la talla de las hembras o la experiencia de apareamiento, ya que se
presentd la misma incidencia entre hembras experimentadas y hembras nedfitas; sin
embargo, encontraron que en nidadas con paternidad multiple de hembras
experimentadas habia un mayor grado de paternidad multiple. No encontraron relacién
entre la paternidad multiple y el nUmero de crias por nidada, las variaciones morfologicas
dentro del nido o el éxito de eclosion, aunque el niumero de machos si influyé en la
proporcion de embriones desarrollados, sugiriendo una aptitud ventajosa de la paternidad

multiple.

3. Justificacion

Probablemente la seleccion natural ha favorecido la paternidad mdultiple en las tortugas
marinas porque conlleva ventajas para las crias en su adecuacion biologica y
supervivencia, es importante realizar estudios que nos permitan evaluar si la existencia
de paternidad multiple tiene efectos positivos en el éxito de eclosion de las nidadas y/o
en el indice de condicion de las crias, esto nos permitird ampliar las acciones que se

pueden tomar para el manejo y conservacion de estos organismos.

4. Pregunta de investigacion e hipoétesis

& ; Cual es la relacion que existe entre la paternidad multiple con el éxito de eclosion
de las nidadas y el indice de condicién relativo de las crias?

La poliandria (expresada en paternidad multiple) es un sistema de apareamiento
ventajoso que adoptan las hembras de L. olivacea, en Playa de Escobilla, Oaxaca.
Prediccién 1: las nidadas que presenten un mayor nimero de padres tendran un

mayor exito de eclosion.
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Prediccién 2: las crias que provengan de nidadas con un mayor niumero de padres,

tendran un mejor indice de condicion relativo.

5. Objetivos
5.1 General

Analizar el efecto de la paternidad multiple en el éxito de eclosion de las nidadas y el
indice de condicion relativo de las crias de tortuga golfina (Lepidochelys olivacea) en

Playa de Escobilla, Oaxaca, México.

5.2 Especificos

= Confirmar la presencia de la paternidad multiple en 10 nidos de tortuga golfina de
Playa de Escobilla, Oaxaca, mediante el uso de microsatélites.

. Determinar los genotipos paternos a partir de los datos genéticos obtenidos de las
hembras y de las crias mediante el uso de microsatélites.

@ Evaluar la relacion entre el nimero de padres y el éxito de eclosion de las nidadas.

@ Evaluar la relacion entre el nimero de padres y el indice de condicion relativo de

las crias.

6. Material y métodos
6.1 Area de estudio

La Playa de Escobilla se localiza en terrenos comunales de San Francisco Cozoaltepec
y Santa Maria Tonameca, ambos en el municipio de Santa Maria Tonameca, distrito de
Pochutla, estado de Oaxaca. Tiene una longitud de 25 km y una anchura de hasta 20 m,
abarcando 615 km? en su totalidad, correspondiendo a una franja de 8 km a la zona de
anidacion, en donde se encuentra un campamento tortuguero localizado en las
coordenadas 15°43'66” latitud N y 96°45’67” longitud O, con un acceso situado a la altura
del kilbmetro 180.5 de la carretera federal No. 200, entre las poblaciones de Puerto
Escondido y Pochutla. La playa se encuentra limitada al oeste por Barra de Potrero (rio
Cozoaltepec) y al este por Barra de Tilapia (Arriaga et al. 1998; Figura 1).
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La zona de anidacion es considerada una zona de arribada o anidaciéon masiva,
ademas es un area natural protegida con categoria de santuario (Santuario Playa de
Escobilla) y es administrada por el Centro Mexicano de la Tortuga (CMT) de la Comision
Nacional de Areas Naturales Protegidas (CONANP) (Lobato 2015).
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Figura 1. Ubicacion del area de estudio, Playa de Escobilla en la costa de Oaxaca.

6.2 Colecta de muestras

El presente trabajo se llevo a cabo a partir de una coleccion de muestras de hembras
anidadoras y sus crias (de 20 a 25 crias de cada nidada), asi como de datos de
temperatura de incubacion y morfometria que fueron tomados en la temporada de
anidacion 2016-2017 en el Santuario de Playa de Escobilla, en Santa Maria Tonameca,

Oaxaca. Se realizaron tres visitas: la primera arribada muestreada fue en el mes de
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septiembre de 2016, la segunda en noviembre del mismo afio y la tercera en febrero de
2017.

En cada visita se seleccionaron cinco hembras al azar, pero para el efecto del
presente estudio solo se usaron las muestras de diez hembras anidadoras y de sus crias.
En cuanto una hembra comenzaba a desovar, se marcd con una grapa metdlica tipo
Inconel, se recolectaron los huevos directamente de la cloaca en una bolsa plastica, al
terminar de ovopositar, se le extrajo una muestra de 0.5-1.0 ml de sangre del seno
cervical dorsal, o bien, una muestra de piel obtenida de la aleta. Las muestras fueron
colectadas y preservadas en 5 ml de etanol absoluto de acuerdo con la técnica descrita
por Dutton (1996). Posteriormente, los huevos de cada nidada fueron contados e
incubados en cubetas con arena de la playa, en cada nidada se coloco un dispositivo
para el registro de la temperatura de incubacion; finalmente, las cubetas se trasladaron a
una habitacién cerrada en el CMT hasta el momento de la emergencia de las crias.

Tras el periodo de incubacion (45 dias aproximadamente) se contaron las crias
emergidas y se seleccionaron de 20 a 25 individuos al azar (n=237). Todos los individuos
seleccionados fueron pesados con una balanza digital, se obtuvo el largo curvo del
caparazon (LCC) con una cinta métrica y posteriormente, se les corté una pequefa
muesca del borde del caparazén con ayuda de un alicate esterilizado de acuerdo al
método descrito por Gonzalez-Garza et al. (2016), el tejido fue almacenado en tubos
Eppendorf de 1.5 ml con etanol absoluto y mantenido en congelacion en el Laboratorio
de Genética de la Universidad del Mar, Campus Puerto Angel.

Todas las actividades de manejo, captura, marcado y obtencién de muestras
realizadas fueron autorizadas por la Direccion de Vida Silvestre de la Secretaria de Medio
Ambiente y Recursos Naturales (DGVS-SEMARNAT) mediante los permisos de colecta
Oficio No. SGPA/DGVS/09320/16 y Oficio No. SGPA/DGVS04291/16

6.3 Extraccion de DNA

Para la extraccion de DNA de las crias se sigui6 el protocolo para la extraccion del kit
Gentra® PureGene® Core Kit A de QIAGEN®, las muestras de caparazon colectadas se
maceraron y se colocaron en tubos Eppendorf en un buffer de lisis celular con 1.5 ul de

proteinasa K. Posteriormente la muestra se incubo en bafio Maria a 65°C durante varias
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horas, mezclandola ocasionalmente y macerandola con un pistilo hasta que tuviera una
consistencia homogénea, si después de algunas horas no se mostraban cambios en el
tejido, se adicionaron 1.5 ul més de proteinasa K. Una vez que el tejido fue digerido
completamente, se removio del bafio Maria y se dejé reposar hasta que alcanzé la
temperatura ambiente, y se agregaron 1.5 ul de RNAsa A y se incub6 en un termo block
a 37°C por 30 minutos.

Consecutivamente la muestra se coloco en hielo durante un minuto, se agregaron
100 ul de solucién de precipitacion de proteinas y se mezclé con un agitador tipo vortex
a alta velocidad durante 20 segundos. La muestra se centrifugd a 13,000 rpm durante
tres minutos. El sobrenadante se extrajo y se colocd en un tubo Eppendorf nuevo con
300 pl de isopropanol, se mezclo por inversion 50 veces. Si el pellet no era visible, la
muestra se colocd a -20°C toda la noche, si el pellet se observaba, se centrifugd
inmediatamente a 13,000 rpm durante cinco minutos y posteriormente se coloco en hielo
por 15 minutos.

Cuidadosamente se desech0 el sobrenadante y el tubo se dejé reposar sobre
papel absorbente; cuando los restos de isopropanol se evaporaron, el pellet se lavé con
300ul de etanol al 70% mezclando por inversion varias veces. La muestra fue
centrifugada nuevamente durante un minuto a 13,000 rpm para remover el sobrenadante
y huevamente se dejo sobre papel absorbente para que el resto del etanol se evaporara.

Se agregaron 50 ul de solucién hidratante de DNA y se agitd en el vortex a
velocidad media, se incubdé nuevamente a 65°C por una hora para disolver el DNA,
posteriormente se incubd a temperatura ambiente durante toda la noche mezclando por
inversién constantemente.

Para la extraccion de DNA de las muestras de las hembras se siguio el protocolo
del kit DNeasy Blood & Tissue de QIAGEN®, en el caso de las muestras de aleta de las
hembras, se cortaron en pedazos pequeiios y fueron colocadas en tubos Eppendorf de
1.5 ml con 180 ul de Buffer ATL y 20 ul de proteinasa K, se agitaron en el vortex durante
15 segundos y se incubaron a 56°C, agitando constantemente para favorecer la

degradacion del tejido.
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Para las muestras de sangre se colocaron 20 ul de proteinasa K en tubos
Eppendorf de 1.5 ml y se agregaron 50 ul de sangre precipitada y se ajust6 el volumen
final a 220ul con PBS.

Cuando la muestra ya mostraba una consistencia homogénea, se afadieron 200
ul del Buffer AL y se agitaron en el vortex 15 segundos, después se incub6 a 56°C durante
10 minutos. Se agregaron 200 ul de etanol (96-100%) y se mezcl6 en el vortex durante
15 segundos. La muestra fue transferida a una columna de union colocada dentro de un
tubo colector y se centrifugd a 8,000 rpm durante un minuto desechando el residuo del
tubo colector. Se afiadieron 500 ul del Buffer AW1 en la columna de unién y se centrifugo
nuevamente a 8,000 rpm durante un minuto desechando el residuo del tubo colector. Se
agregaron 500 ul del Buffer AW2 en la columna de union y se centrifugé a 14,000 rpm
durante tres minutos desechando nuevamente el residuo.

Se transfirié la columna de unién a un nuevo tubo Eppendorf y se colocaron 50 pl
del Buffer AE en la columna y se dej6 a temperatura ambiente durante un minuto,
posteriormente se centrifugé a 8,000 rpm durante un minuto. Para obtener una mayor
concentracion de DNA se colocaron 50 ul mas de Buffer AE en la columna y se volvié a
centrifugar a 8,000 rpm durante un minuto.

La integridad y concentracién de DNA se verificé por medio de una electroforesis
en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio, el cual fue visualizado en un

transiluminador con luz ultravioleta marca Life Technology Mod. TFX-20M.

6.4 Amplificacion de microsatélites

Para la genotipificacion de los individuos, se seleccionaron 11 microsatélites, seis
marcados con fluorescencia: OR-1 (Aggarwal et al. 2004), OR-20, OR-22, OR-18, OR-11
(Aggarwal et al. 2008), Cm84 (FitzSimmons et al. 1995), y cinco con una modificacion
M13 o sonda CAG: CcP2H12, CcP5F01, CcP7C04, CcP1F01 (Shamblin et al. 2007,
Shamblin et al. 2009) y CcP7C08 (Shamblin et al. 2009). La secuencia de los iniciadores
utilizados se muestra en la Tabla |I. La asignacién de fluoréforos usados para cada
microsatélite se realiz6 tomando en cuenta el intervalo de tamafios de cada fragmento,

procurando que los fragmentos que se superpusieran tuvieran fluorescencias diferentes
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para su identificacion y tratando de maximizar el nimero de microsatélites en una sola

corrida de PCR y en una sola placa de secuenciacion.

Tabla l. Secuencia de iniciadores empleados para amplificar loci de microsatélites. Se muestra el fluoréforo
empleado y los tamafios esperados. En negritas se muestra la secuencia complementaria en los iniciadores

modificados con la sonda CAG.

Locus Secuencia F Secuencia R Referencia Fluoréforo Tamafio

OR-1 CCCCTTGTGTTCTGAAATCCTATGA CAGGCATAGGGAAAAATCAGAGGTA Aggarwal et al. 2004 NED 150-202
OR-20 TCACGAACATCAGCAAAATTATT GTCCCATCCCCTCCACCA Aggarwal et al. 2008 [ 110-124
OR-22 AAGTCCTGTTGAATCCTGCCATAG GGTTAGATATAGGAGGTGCTGATGTTA Aggarwal et al. 2008 vIiC 217-247
Cmsg4 TGTTTTGACATTAGTCCAGGATTG ATTGTTATAGCCTATTGTTCAGGA FitzSimmons et al. 1995 e 325-352
OR-18 AAACACCAGAATAGAGGCTCAAACT TCTCTGGGCTGCCTACTTTATTC Aggarwal et al. 2008 FAM 108-120
OR-11 TGAGCACTGCAAATGGAGGATGGT AGTGCCTGATTCTTCGAGTTGCTGAG Aggarwal et al. 2008 FAM 182-242
CcP7C08 CAGTCGGGCGTCATCAGAGCATTGGCAGCATAGA GTTTAGTGAGTTCTAAAATGCCTAAC Shamblin et al. 2009 FAM 288-298
CcP2H12 CAGTCGGGCGTCATCATCTTCAGGAGTTTTTGACTTG GTTTCCACACCCCTGTTTCAGA Shamblin et al. 2007 y 2009 FAM 336-388
CcP5F01 GTTTAAAGGATTTGAGATGTTGTATG CAGTCGGGCGTCATCACCAGTTGTCTTTCTCCAGTG Shamblin et al. 2007 y 2009 PET 116-160
CcP7C04 GTTTCCTAACCAACGGAGAAACA CAGTCGGGCGTCATCACTCCTTCAGAAGTCTTCACAT Shamblin et al. 2007 y 2009 PET 209-265
CcP1F01 CAGTCGGGCGTCATCAGTGTGAAGGCTCTAAAACTAAT GTTTATACTGGGACGATAGGATAAA Shamblin et al. 2007 y 2009 PET 313-385

Se realizaron tres reacciones de amplificacion de microsatélites para el conjunto
de 11 loci que se analizaron en total.

Primeramente se realizé una reaccion de PCR multiplex, para la amplificacion
simultanea de seis loci de microsatélites marcados con fluorescencia (OR-1, OR-11, OR-
18, OR-20, OR-22 y Cm84), con el kit Type-IT Microsatellite de QIAGEN®, en una
reaccion de 5ul se agregaron 2.5 ul del master mix, 1 ul de mezcla de iniciadores 10X (a
2uM cada iniciador) usando una proporcion 1:7:3: (0.28ul de iniciador forward 100uM,
0.4ul iniciador reverse 100uM y 1.2ul de iniciador fluorescente 10uM) con 1.5 ul de DNA
molde (~30ng). Para su amplificacion se siguieron los perfiles de temperaturas
recomendados por el fabricante, la activacion inicial de HotStarTaq polimerasa a 95°C
por cinco minutos, seguido de 28 ciclos de 95°C por 30 s, 57°C por 90 sy 72°C por 30 s,
con una extension final de 60°C por 30 minutos.

A otro grupo de microsatélites se les afiadié una sonda CAG en el extremo 5’, los
cuales son modificados con esta sonda al final de cada iniciador para facilitar la deteccion
de la fluorescencia, se realizaron dos reacciones de PCR multiplex. Una reaccién se llevo
a cabo agregando el fluoréforo PET para tres microsatélites (CcP5F01, CcP7C04 y
CcP1F01) y la segunda con el fluoro6foro FAM para dos microsatélites (CcP7C08 y
CcP2H12), ambas reacciones se realizaron con el kit Type-IT Microsatellite de QIAGEN®,
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en un volumen de 5ul en donde se agregaron 2.5 ul del master mix, 1 ul de mezcla de
iniciadores 10X (a 2uM cada iniciador) y 1.5 ul de DNA molde (~30ng), siguiendo los
perfiles de temperaturas de la reacciéon anterior. Los productos PCR se enviaron al
servicio de secuenciacion de la Universidad de lllinois donde se realiz6 el analisis de
fragmentos en secuenciadores automaticos Applied Biosystems 3730xl y un marcador de
peso molecular (standard size) LIZ 600.

La lectura de los fragmentos fluorescentes para la genotipificacion se realizé por
medio del programa GeneMarker v. 1.70 (Soft Genetics, State College, PA, USA),
estableciendo un umbral de deteccibn de picos de 100 unidades relativas de
fluorescencia (URF), todos los picos que se encontraban por debajo de este umbral

fueron descartados.

6.5 Andlisis de datos
6.5.1 Control de calidad y estadisticos de diversidad genética

El agrupamiento de intervalos de las lecturas de tamafos, para la asignacién de los
estados de caracter se realizé por medio del programa Allelogram (Morin et al. 2009),
siguiendo las recomendaciones de control de calidad de Morin et al. (2001), se
amplificaron al azar el 14% del total de los individuos para calcular el error de
genotipificacion (n=35), que se obtuvo dividiendo el numero de genotipos que
presentaban diferentes tamafos de cada réplica entre el total de genotipos obtenidos,
también se calculd el porcentaje de loci no amplificados dividiendo el total de loci no
amplificados entre el total de genotipos obtenidos, adicionalmente se verificaron errores
y presencia de alelos nulos con el software Microchecker v.2.2.3 (Van Oosterhout et al.
2004).

Las frecuencias alélicas, la heterocigosidad observada y esperada, asi como la
desviacion del equilibrio Hardy-Weinberg, fueron calculadas unicamente con las hembras
mediante el programa GenAlex 6.5 (Peakall & Smouse 2012). La riqueza alélica y el
coeficiente de endogamia se estimaron mediante el software FSTAT v2.9.3.2 (Goudet
1995).



6.5.2 Paternidad multiple

La probabilidad de exclusién (probabilidad de excluir a un individuo no emparentado, de
la asignacioén paterna) fue analizada por el programa GERUD 2.0 (Jones 2005).

Para la reconstruccion de los genotipos paternos y la asignacion de paternidad de
cada una de las crias, se utiliz6 el software COLONY v2.0.6.5 (Jones & Wang 2010), que
emplea el método de maxima verosimilitud en el analisis de pedigris completos para
asignar parentesco y paternidad; cada nido fue analizado como una sola matriz de datos
y el software fue programado para actualizar las frecuencias alélicas en tres corridas de
media longitud, bajo el principio de maxima verosimilitud con una media precision de

acuerdo a los parametros propuestos por Phillips et al. (2013).

6.5.3 indice de condicion relativo y éxito de eclosion

La relacion del peso (kg) con respecto al LCC (cm) de las crias fue estimada mediante la

férmula del indice de condicion relativo (ICr), establecida por Le Cren (1951):

Peso

ICr=——
T T A LCo) b

en donde a y b son parametros obtenidos de la relacion exponencial entre el peso y el
largo curvo del caparazon de las crias.

El éxito de eclosion fue calculado mediante la formula establecida por Miller (2000):

cascarones eclosionados

Exito de eclosion (%) = ( )x100

huevos sembrados

6.6 Analisis estadistico

Los datos fueron agrupados por nidada con las respectivas medidas del indice de
condicion relativo, el éxito de eclosion y el nimero de padres involucrados en cada una.
El programa STATISTICA v 7.0 (Statsoft) fue utilizado para establecer la correlacion de

Pearson de la paternidad multiple con el indice de condicion relativo y el éxito de eclosion.
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Para determinar si existen diferencias entre los indices de condicién relativos y las
crias provenientes de diferentes padres dentro de los nidos que presentan paternidad
multiple, se analizd la existencia de diferencias significativas entre las medias del
conjunto de variables estudiadas mediante analisis permutacionales de varianza
(PERMANOVA), de una sola via, con el software PRIMER 6 + PERMANOVA (Anderson
et al. 2008). El analisis PERMANOVA es un procedimiento no paramétrico, que se basa
en el analisis de medidas de distancia o diferencias entre observaciones multivariadas
individuales, usando permutaciones para obtener una probabilidad asociada a la
hipétesis nula de que no hay diferencias entre los grupos (Anderson 2001). Para realizar
los PERMANOVA se us0 la distancia Euclidiana para construir la matriz de resemblanza.
Se utiliz6 un método de permutacion de datos crudos sin restriccion (Unrestricted,
permutation of raw data) con 9999 permutaciones. Se aplicé la suma de cuadrados parcial
(Tipo Ill) y para calcular el valor de p se realizo el test de Monte Carlo, en caso de que el

namero de permutaciones del analisis sea menor a 100.

7. Resultados
7.1 Obtencion y calidad de DNA gendmico

Se obtuvo DNA gendmico de un total de 282 muestras, (10 hembras adultas, 237 crias y
35 réplicas seleccionadas al azar; Tabla Il) colectadas durante la temporada de anidacion
del 2016-2017 en Playa de Escobilla, y que corresponden a las arribadas del mes de
septiembre, noviembre y febrero. Para todos los individuos se verifico la integridad y
calidad del DNA (Figura 2).



Tabla Il. Muestras de hembras y crias de tortuga golfina procesadas para los analisis de paternidad
multiple. La arribada uno es del mes de septiembre del 2016, la dos es de noviembre del mismo afio y la
tres es de febrero del 2017.

Nido ID Hembra Arribada Crias

1 EO7 1 24
2 EO8 1 24
3 EO9 1 18
4 Ell 2 25
5 E12 2 25
6 E16 3 24
7 E17 3 25
8 E18 3 25
9 E19 3 23
10 E20 3 24
Total 10 237
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Figura 2. Calidad del DNA gendémico extraido con el kit QIAGEN® PUREGENE, observado en un gel de

agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.

7.2 Analisis de microsatélites

De los 11 microsatélites utilizados, se logré la amplificacion de seis marcados con
fluorescencia en reacciones de PCR multiplex, estos fueron OR-1, OR-20, OR-22, OR-
18, Cm84 y OR-11, los microsatélites con sonda CAG se lograron amplificar en un primer

intento de manera individual, pero no en placas.
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El andlisis de genotipificacién con el programa GeneMarker v. 1.70 permitio la
asignacion de 66 estados de caracter (alelos) para los seis microsatélites, se detectaron
individuos homocigotos y heterocigotos, en la Tabla Il se muestran los intervalos de

tamanos de los alelos encontrados en este estudio.

Tabla lll. Intervalos de tamafio en pares de bases (pb) para cada locus encontrado en este estudio donde;
n: Nimero de muestras analizadas; Na: Nimero de alelos; Tamafio del alelo en pb (alelo méas frecuente

entre paréntesis).

Microsatélite n Na Tamaro (pb)
Cm84 247 13 319-343 (325)
OR-1 247 12 145-197 (149)
OR-11 247 18 192-234 (222)
OR-18 247 5 117-127 (121)
OR-20 247 8 99-121 (115)
OR-22 247 10 217-239 (221)

No se detectd presencia de alelos nulos o bandas tartamudas, el error de
genotipificacion total de todos los genotipos en todos los loci analizados fue de 0.004, el

porcentaje de loci no amplificados fue de 9.31%.

7.2.1 Andlisis poblacional

En la submuestra de individuos no relacionados (correspondiente a las 10 hembras), los
seis loci fueron polimérficos, identificando entre dos y 14 alelos. La heterocigosidad
esperada (He= 0.255) y observada (Ho= 0.300) fue baja para el locus OR-18, mientras
que para el locus OR-11 fue alta (He= 0.915 y Ho=1.00). La desviacién del equilibrio
Hardy-Weinberg no mostré diferencias significativas, el coeficiente de endogamia reporto
valores negativos para cinco loci, excepto para OR-22. La riqueza alélica mostro variacion
de acuerdo con cada locus y la probabilidad de exclusion para los cinco loci combinados
fue de 0.9901 (Tabla IV). Las frecuencias alélicas de los cinco loci fueron basadas en los

genotipos de las hembras anidadoras (Anexo ).
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Tabla IV. Parametros genéticos para hembras de tortuga golfina de Playa de Escobilla; N: Tamafio de la
muestra; Na: Numero de alelos; Ho: Heterocigosidad observada; He: Heterocigosidad esperada; HWE:
Significancia de la desviacién del equilibrio Hardy-Weinberg (ns= no significativo); Fis: Coeficiente de

endogamia; RA: Riqueza alélica; PE: Probabilidad de exclusion.

Locus N Na Ho He HWE Fis RA PE

OR-18 10 2 0.300 0.255 ns -0.180 4.968 0.111
OR-11 10 14 1.000 0.915 ns -0.036 17.814 0.828
OR-20 10 5 0.700 0.745 ns -0.061 7.814 0.508
OR-22 10 9 0.900 0.800 ns 0.048 9.994 0.625
Cm84 10 10 0.900 0.855 ns -0.053 13.000 0.715
OR-1 10 8 0.900 0.820 ns 0.006 11.687 0.650

7.2.2 Reconstruccién de genotipos paternos y asignacion de paternidad

Se genotipificaron 10 hembras y un total de 206 crias provenientes de sus nidos, con un
promedio de 20.5 (+2.2DE) crias por nido. Para la reconstruccion de los genotipos
paternos y asignacion de la paternidad, se excluyo el microsatélite Cm84 debido a tenia
30% del total de los individuos sin amplificar, y los picos se visualizaban por debajo del
umbral de deteccion, asi que solo se tomaron en cuenta los individuos que amplificaron
exitosamente los cinco microsatélites restantes.

Mediante el analisis con COLONY, se detecto paternidad multiple en el 60% de los
nidos analizados. Se estimaron nueve padres para el nido E08, ocho padres para el nido
EO07, seis padres para el nido EQ9, cuatro padres para el nido E12, tres padres para el
nido E16, dos padres para el nido E19 y un padre para los nidos E11, E17, E18 y E20
(Figura 3).
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Figura 3. Numero de padres identificados en cada nido a través de la reconstruccién de genotipos paternos

y su contribucion relativa.

Los genotipos de los machos reconstruidos presentaron intervalos de probabilidad
= a 0.98 y de acuerdo con los estandares de Phillips et al. (2013) fueron aptos para la
asignacion de paternidad. Un total de 36 padres estuvieron presentes repartidos entre los

diez nidos, ningun padre fecundando mas de un nido (Tabla V).

# 24



Tabla V. Resultados de paternidad multiple obtenidos con el software COLONY; n: NUmero de crias

analizadas por nido.

Machos
Hembras Arribada n reconstruidos
EQ7 1 22 8
EO8 1 23 9
EO9 1 17 6
E1ll 2 23 1
E12 2 21 4
E16 3 17 3
E17 3 21 1
E18 3 22 1
E19 3 19 2
E20 3 21 1
Total 206 36

7.3 Analisis estadisticos

En la Tabla VI se muestra el promedio de las medidas, el peso, el ICry el éxito de eclosion

por nido.



Tabla VI. Promedios (+ DE) del largo curvo del caparazén (LCC), peso, indice de condicién relativo (ICr)

y el éxito de eclosién por nido.

NUmero Exito de
Nido Arribada de padres LCC (cm) Peso (kg) ICr eclosion (%)
EQ7 1 8 420 + 0.14 0.014 + 0.00099 0.9359 + 0.045 22.0
EO08 1 9 4.17 = 0.15 0.015 + 0.00091 1.0034 + 0.050 26.1
E09 1 6 436 = 0.36 0.017 += 0.00097 1.0632 + 0.066 57.5
E1l1l 2 1 4.25 = 0.09 0.016 + 0.00059 1.0052 + 0.032 82.6
E12 2 4 416 = 0.14 0.015 + 0.00064 0.9612 + 0.027 88.1
E16 3 3 416 + 0.09 0.016 + 0.00071 1.0188 + 0.038 87.1
E17 3 1 421 + 0.15 0.016 + 0.00104 1.0240 + 0.050 85.3
E18 3 1 422 + 0.13 0.015 + 0.00075 0.9369 + 0.035 89.2
E19 3 2 414 + 0.10 0.015 + 0.00064 0.9801 + 0.038 81.6
E20 3 1 435 = 0.17 0.017 = 0.00115 1.0148 + 0.041 91.5

El

analisis de correlaciéon

de Pearson mostrO6 que hay una correlacion

inversamente proporcional, pero no significativa (r=-0.0546, p=0.435) entre la paternidad

multiple y el indice de condicion relativo, por lo que no se encontrd ninguna relacion entre

estas dos variables (Figura 4).
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Figura 4. Correlacion de la paternidad multiple con el indice de condicién relativo. Cada punto representa

el indice de condicion de una cria.

El andlisis de correlacion de Pearson para determinar la relacion entre la
paternidad multiple y el éxito de eclosion mostré una relacién inversamente proporcional
(r = -0.9240) con una alta significancia (p=0.00013), esto sugiere que, entre mas padres

involucrados en la fecundacion de una nidada, menor es el éxito de eclosion (Figura 5).
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Figura 5. Correlacién de la paternidad multiple con el éxito de eclosion. Cada punto representa el éxito de

eclosién de cada nido.

Aunque no se encontré una relacion entre el grado de paternidad multiple y el ICr
de las crias, en la figura 6 se observan diferentes grados de variacion del ICr entre las
crias provenientes de los diferentes padres; las medias del ICr de las crias hijas también

son diferentes entre padres.
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Figura 6. indice de condicion relativo de las crias producidas por cada macho identificado, el nimero en la

parte superior indica el total de crias producidas por cada macho.

Con el fin de verificar la variacion del ICr entre los nidos de acuerdo al grado de

paternidad mudltiple, el andlisis de PERMANOVA de una via, midiendo distancias

euclidianas y con 9999 permutaciones, mostrd que la variacion del ICr es diferente entre

nidadas con diverso grado de paternidad multiple (pseudo-F=13.74, p=0.0001; Tabla VII).
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Tabla VII. Resultados del analisis PERMANOVA para la comparacion de la varianza del ICr de las crias
con respecto al grado de paternidad mdltiple de las nidadas; G.L: Grados de libertad; SC: Suma de

cuadrados; MSC: Media de la suma de los cuadrados; PM: Paternidad multiple.

Fuente de

variacion G.L. SC MSC Pseudo-F P Permutaciones
PM 6 0.19396 0.032326 13.747 0.0001 9953

Res 199 0.46796 0.0023515

Total 205 0.66191

En una dUltima observacién, encontramos que los individuos de la nidada
fecundada por seis padres, alcanzé un ICr mayor que los demas nidos, lo que nos hace
suponer que probablemente exista un numero de padres 6ptimo para la fecundacion, que

presenta efectos positivos en la talla de las crias (Figura 7).
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Figura 7. indice de condicion relativo con respecto al grado de paternidad multiple (nimero de padres de

una nidada).

8. Discusion
8.1 Amplificacion de los microsatélites

Para el analisis de la paternidad multiple se habian seleccionado inicialmente 11
microsatélites (Tabla I), seis marcados con fluorescencia y cinco con modificacion de la
sonda CAG, se realiz6 una prueba preliminar amplificando los 11 microsatélites para ocho
individuos en tubos de PCR de 0.2 ml, y se logré la amplificacion de todos los
microsatélites observandose los picos de lectura para todos los microsatélites e
individuos amplificados, pero al realizar la amplificacion para los 274 individuos restantes
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en placas de 96 pozos, no se lograron visualizar los picos de lectura de los cinco
microsatélites marcados con la sonda CAG, esto pudo deberse a que las condiciones de
la PCR variaron de acuerdo al grueso de la placa, con respecto a los tubos de PCR en
los que fueron amplificados previamente, y es por ello que solo pudieron ser visualizados

los seis microsatélites marcados con fluorescencia.

8.2 Paternidad mdltiple

En este trabajo, el porcentaje de paternidad multiple obtenido fue de 60%, se identificaron
entre uno y nueve padres por nidada, este porcentaje es ligeramente superior al reportado
por Villegas-Zurita (2008), quien para esta misma playa encontrdé un 50% de paternidad
multiple y nidadas con uno, tres y cinco padres durante la temporada de anidacion 1999-
2000 y utilizando dos microsatélites (Cm84 y Ei8). Eso probablemente sea debido a que
en este estudio se utilizaron cinco microsatélites para la genotipificacion de los individuos,
tres mas de los que se utilizaron en el andlisis de Villegas-Zurita, Io que permite un rango
méas amplio para la asignacion de paternidad. En un trabajo de revision, Lee et al. (2018)
encontraron que la incidencia de paternidad multiple varia entre 10% y 93% para todas

las especies de tortugas marinas.

Se ha reportado la incidencia de paternidad multiple en tortuga golfina para playas
de anidacion solitaria y de arribada. Con respecto a las del primer tipo se ha reportado
20% de paternidad multiple para Galibi, Suriname (Hokert et al. 2002), 30% para Playa
Hermosa, Costa Rica (Jensen et al. 2006) y 75% en Punta Raton, Honduras (Duran et al.
2015). En playas de arribada, ademas del trabajo de Villegas-Zurita (2008), solo se tiene
el registro de 92% de incidencia de paternidad multiple en Ostional, Costa Rica (Jensen
et al. 2006); por lo que podriamos determinar que el 60% de paternidad mdultiple

encontrado en este estudio es intermedio.

Comparado con estudios anteriores de L. olivacea (Hoekert et al. 2002, Jensen et
al. 2006, Duran et al. 2015), este es el primer reporte de paternidad multiple que presenta
un namero tan alto de machos (nueve) fecundando una sola nidada de tortugas golfinas.
Se tiene otro antecedente para una poblacion del Mediterraneo de Chelonia mydas en

donde se identificaron 10 padres en una sola nidada mediante el programa COLONY,
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este es el registro mas alto de padres en una sola nidada para todas las especies de

tortugas marinas (Turkozan et al. 2019).

Las diferencias reportadas en el numero de padres identificados en distintos
estudios de paternidad mdultiple podria ser consecuencia de la herramienta usada para
reconstruir los genotipos parentales. La mayoria de trabajos que han reportado la
cantidad de padres que fecundan una nidada utilizaron el programa GERUD, que estima
el nimero minimo de padres por nidada a partir de un algoritmo que requiere un genotipo
parental multilocus conocido (generalmente el materno) y genotipos multilocus de un
grupo de descendientes, el algoritmo determina la contribucion paterna a cada progenie
restando el genotipo materno conocido haciendo todas las combinaciones posibles hasta
encontrar el genotipo multilocus que se ajusta a los genotipos de todos los descendientes.
Si el algoritmo encuentra varios genotipos paternos compatibles para la descendencia se
determina un estadistico de chi cuadrada, donde el valor mas bajo obtenido es el mas
probable (Jones 2005), lo cual puede indicar una subestimacion del niumero de padres
involucrados por nido. COLONY por su parte, trabaja bajo el enfoque de maxima
verosimilitud de la descendencia completa (Full-pedigree likelihood; Jones & Wang 2010),
estima simultaneamente datos de hermandad y paternidad, considerando la probabilidad
de toda la descendencia y no solo de pares de individuos, lo que mejora la resolucion de
la asignacion de paternidad. Esto nos permitiria sugerir, que los datos analizados con
GERUD sean reanalizados con COLONY para poder hacer una comparacion general. En
este estudio tratamos de analizar los genotipos encontrados con GERUD, pero debido a
la ausencia de algunos genotipos de los individuos analizados, el programa solo pudo
realizar el analisis con dos de los cinco microsatélites en nidadas con hasta tres padres,
para el resto de las nidadas no encontrd una solucion e incluso en algunas ocasiones, el

programa dejo de funcionar.

8.3 Factores que influyen en la paternidad mdultiple en tortugas marinas.

Como se ha evidenciado en diversos estudios, la poliandria es un sistema de
apareamiento comun en todas las especies de tortugas marinas (Lee & Hays 2004, Alfaro

Nufiez et al. 2015). Se han propuesto varias posibles causas que explican la paternidad
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multiple en estas especies, las cuales podrian estar relacionadas con factores genéticos,
fisiologicos, conductuales, demograficos, entre otros.

Segun las observaciones que Pearse y Avise (2001) hicieron en diversas especies
de tortugas, el apareamiento de una hembra con distintos machos podria relacionarse
con algunos beneficios genéticos como lo es el aumento de la diversidad genética de la
descendencia y en consecuencia mejorar su adecuacion biologica (fitness). En este
contexto Simmons (2005) propone dos posibles hipétesis para abordar los beneficios
genéticos de la paternidad mdltiple: a) Calidad intrinseca del macho, que explica que la
paternidad deberia estar sesgada hacia machos que proporcionen caracteristicas que
mejoren el rendimiento y adecuacién de la descendencia mediante la herencia de
“buenos genes”; y b) Incompatibilidad genética, la cual propone que los apareamientos
con multiples machos reducen la probabilidad de incompatibilidad entre los genomas
paternos-maternos, lo que pudiera comprometer o disminuir la adecuacion y rendimiento
de la descendencia. Ademas, al aparearse con distintos machos, las hembras tienen la
posibilidad de utilizar mecanismos postcopulatorios que aseguren que sus 6vulos seran

fertilizados con esperma compatible con su material genético (Simmons 2005).

Desde el punto de vista fisiologico, otro factor que nos permitiria entender mejor el
porcentaje de paternidad mdultiple encontrado es el almacenamiento de esperma, que
también tiene un papel fundamental en la reproduccién de las tortugas y al parecer en la
produccion de nidadas con paternidad mdultiple como lo mencionan Pearse y Avise
(2001), ya que esta estrategia de reproduccién permite que los 6vulos producidos puedan
ser fertilizados sin la necesidad de apareamientos continuos, el esperma almacenado
puede permanecer en los tubulos de almacenamiento de esperma incluso durante varios
afos (Gist & Jones 1989).

A este respecto, Phillips et al. (2017) dieron seguimiento a las nidadas depositadas
por hembras remigrantes de tortuga carey en Isla Cousine, Seychelles durante dos
temporadas reproductivas, y encontraron evidencia de que una hembra fue fecundada
por el mismo macho durante ambos periodos reproductivos. Los autores apuntan que
este hecho pudiera deberse a patrones de almacenamiento espermatico entre

temporadas, sin embargo, se observo que en la ultima nidada de la segunda temporada,
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el 66% de los huevos no se desarrollaron, lo que podria indicar una disminucién de la
calidad y la cantidad de esperma almacenado. Esta evidencia, es la primera reportada
para tortugas marinas, por lo cual se requiere realizar estudios similares para corroborar
estas observaciones y determinar si el almacenamiento espermatico es uno de los

principales factores que promueve la paternidad multiple en tortugas marinas.

Ademas de los factores fisioldgicos, Plotkin et al. (1996) sugieren que el
apareamiento de las tortugas golfinas es mas intenso al principio de la temporada, debido
a que los machos se quedan en el area cercana a la costa durante algun tiempo, pero se
van alejando a aguas profundas conforme la temporada de anidacion va avanzando. La
temporada de reproduccién esta asociada con los niveles hormonales, siendo la
testosterona la que regula el comportamiento de las hembras y de los machos en el
apareamiento, cuando los niveles de testosterona se encuentran muy altos, las hembras
parecen ser mas receptivas a la cépula. Durante este periodo, las hembras pueden tener
multiples coOpulas para evitar la limitacion de esperma, considerando que las
oportunidades de apareamiento son impredecibles (Bernardo & Plotkin 2007).
Posteriormente, cuando los niveles de testosterona caen, se puede observar una baja
actividad de los machos, y las hembras permanecen en aguas superficiales para evitar
el contacto con ellos. En los meses de julio y agosto después del apareamiento, las
hembras que anidan en arribada ovopositan de dos a cuatro nidos aproximadamente
cada 14 o 28 dias durante la temporada de anidacion, dependiendo si anidan de manera
solitaria o en arribada (Lutz et al. 2003).

Plotkin et al. (1996), plantea que los machos de tortuga golfina migran hacia las
areas de alimentacion a la mitad de la temporada de anidacion, ya que la mayoria de las
hembras ya se han apareado, o que provoca que un apareamiento sea poco probable
hacia al final de la temporada de anidacién. Si unimos estos tres supuestos
(almacenamiento espermatico, niveles hormonales y la disponibilidad de machos para el
apareamiento), y los comparamos con los resultados obtenidos, podemos sugerir que
conforme la temporada de reproduccién avanza, los machos son escasos y/o el
almacenamiento de esperma se va agotando, y probablemente es por eso que en las

tltimas arribadas se encuentra un mayor numero de nidadas sin paternidad multiple y, si
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se encuentran nidadas que presentan paternidad mdultiple, se puede deber a que

provienen de hembras con mayor capacidad de almacenamiento de esperma.

Por otro lado, es necesario considerar las fechas en las que se tomaron las
muestras del presente estudio, ya que de acuerdo con la paternidad mdultiple que
encontramos, se puede observar un decremento en la cantidad de padres involucrados
en la fecundacién de las nidadas, mientras la temporada de anidacién va avanzando, es
decir, que las nidadas provenientes de la Ultima arribada presentaron solo uno o dos

padres (Anexo ).

Lee & Hays (2004) observaron que el grado de paternidad multiple también puede
depender del acoso que sufren las hembras por parte de los machos para el
apareamiento, en esta época los machos tienden a ser mas agresivos y suelen causar
mucho dafio fisico a las hembras, es por esto que las hembras pueden dejar montarse
por cualquier macho que se encuentren para evitar un gasto energético innecesario y asi
evadir el comportamiento agresivo que los machos presentan en la época de

reproduccion.

Comparando los niveles de paternidad mdultiple entre una playa de anidacion
solitaria (30%) y una playa de arribada (92%) de tortuga golfina, Jensen et al. (2006)
sugieren que otro factor involucrado en la incidencia de paternidad multiple, es la
abundancia de reproductores: a mayor abundancia de individuos, mayor incidencia de
paternidad mdultiple. Esta hipétesis fue puesta a prueba por Tedeschi et al. (2015) en
tortugas caguamas de Australia y por Duran et al. (2015) en una playa de anidacion
solitaria de tortugas golfinas de Honduras, en ambos trabajos no encontraron una relacion
entre el grado de paternidad mdltiple y el tamafio de las poblaciones anidadoras. Lee et
al. (2018) realizaron una compilacion de trabajos de paternidad multiple publicados para
todas las especies de tortugas marinas de diferentes playas del mundo (incluyendo el
trabajo de Villegas-Zurita de 2008), y tampoco encontraron una relacion entre la
incidencia de paternidad multiple y el tamafio de las poblaciones anidadoras. El presente
trabajo constituye una evidencia mas de que el grado de paternidad mdultiple no se

relaciona con el tamafio poblacional, ya que Playa de Escobilla es la playa de anidacion
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mas numerosa a nivel mundial (Valverde et al. 2012) y no se encuentra entre las de mayor

incidencia de paternidad mdltiple.

Sin embargo, Lee et al. (2018), encontraron con base en datos obtenidos por
rastreo satelital (GPS) de tortugas caguamas y laud que, aunque la incidencia de
paternidad multiple no esta relacionada con la abundancia poblacional, si lo esta con la
densidad de individuos que se encuentran en las zonas de apareamiento. Estos autores
sugieren que las colonias relativamente grandes con baja incidencia de paternidad
multiple, cuentan con una baja densidad de individuos en las zonas de apareamiento y
viceversa. Esta hipotesis tendra que ser puesta a prueba en el futuro, Playa de Escobilla
es una zona de reproduccion clave para este nuevo tipo de estudios por el elevado
namero de hembras que se agregan para anidar, se estima que en cada temporada de
arribada las tortugas golfinas depositan alrededor de un millén de nidadas (Peralta & Luna
2016).

8.4 Paternidad multiple e indice de condicion relativo

Esperabamos encontrar una relacion entre la paternidad multiple y el ICr, sin embargo no
fue asi. En el 2009, McLeod y Marshall estudiaron la paternidad multiple en una especie
de poliqueto (Galeolaria caespitosa), en donde encontraron que los huevos que fueron
fertilizados bajo condiciones de poliandria, tenian un mayor éxito de fertilizacion y aunado
a eso, las larvas eclosionadas de esos huevos tenian un mayor éxito de sobrevivencia,
lo que supondria un incremento en la diversidad genética y una menor competencia entre
los individuos de la misma puesta al ser genéticamente distintos. Por su parte, Gyuris
(2000), encontré que las crias de tortuga verde de mayor tamafo tienen extremidades
mas grandes, esto les permite tener una velocidad de arrastre mayor en comparacion
con las pequeiias, que son mas susceptibles a la depredacion, lo que hace que las crias
mas grandes tengan una mayor probabilidad de supervivencia en su trayecto de la costa
hacia el mar después de la emergencia.

De acuerdo a lo encontrado por McLeod y Marshall (2009), debido a la aptitud de
supervivencia que mostraban las crias en su estudio y segun lo reportado por Gyuris

(2000), esto nos hacia suponer que entre mas padres tuviera una nidada, el ICr seria
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mayor, es decir, las crias serian mas grandes y pesadas, esperando que estas crias
fueran las mas aptas para sobrevivir. Sin embargo, no se encontré ninguna relacién

significativa entre estos dos aspectos.

Existen estudios que plantean que el éxito de emergencia, el éxito de eclosion, el
largo, la masa corporal y la velocidad de arrastre, determinan la calidad de las crias, la
cual puede estar determinada por los niveles de paternidad multiple (Pearse y Avise 2001,
Alfaro-Nufez et al. 2015, Gonzalez-Garza et al. 2015), sin embargo, Maulany et al. (2012)
sefala que la temperatura puede ser el factor determinante para los rasgos morfolégicos
y locomotores de las crias, ya que encontr0 que altas temperaturas de incubacion
provocan efectos negativos en la locomocion de las crias, esto las hace méas susceptibles
para la depredacion mientras se arrastran hacia la linea de costa desde el nido del que
provienen. Booth y Evans (2011) encontraron que nidos de tortuga verde y tortuga
caguama que han sido incubados a temperaturas por debajo de los 30°C, producen crias
mas grandes, con respecto a las temperaturas medias de los nidos analizados en este
estudio (31.4°C £0.56). Tampoco encontramos una relacion entre el ICr de las crias y la
temperatura promedio (Anexo Il), aunque no podemos descartar la existencia de un
efecto de la temperatura sobre el tamafio de las crias de tortuga golfina de los nidos
analizados en Playa de Escobilla, en un futuro sera conveniente hacer un analisis mas

profundo a este respecto.

Aungue no existe una relacion, en los graficos de dispersiéon podemos observar
que existe una fluctuacién entre los nidos con uno, dos, tres y cuatro padres, sin embargo
el nido con seis padres (nido nueve) mostro el valor mas alto del ICr, y posteriormente,
conforme aumenta el nimero de padres empieza a disminuir nuevamente (Figura 7).
Analizamos los datos por separado, es decir, analizamos cuales eran las tendencias con
respecto a la talla y el peso por separado, también analizamos el area del caparazon
(solo para descartar una relacion entre el area del caparazon y el grado de paternidad
multiple), y la tendencia era exactamente la misma, el nido con seis padres, siempre tenia
los valores mas altos. Esto puede sugerir que existe un numero de padres éptimo para

gue las crias alcancen los pesos y las tallas mas altas (Anexo lll), pero seria necesario
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analizar un mayor numero de nidos con diferentes niveles de paternidad multiple para

corroborar la tendencia.

El que las crias alcancen las tallas y los pesos mas altos, también podria ser
afectado por el tamafio de la puesta, ya que de acuerdo con Ackerman (1980), los nidos
mas pequefos tienen periodos mas cortos de incubacion y un mejor intercambio de
gases, lo que permite un desarrollo més rapido de las crias, debido a que a mayor masa
de huevos la tasa de desarrollo embrionario se reduce y la mortalidad aumenta, esto
como consecuencia de una respuesta adaptativa a la hipoxia. En las nidadas que aqui
se analizaron, la nidada con los valores mas altos del ICr (el nido con seis padres) tiene
una puesta de 40 huevos (cuando el promedio de puesta por nidada es de 89 +25.8DE,
Anexo V), asi que se podria considerar como una puesta chica con respecto a las demas,
lo que nos haria suponer que esto pudiera tener efectos sobre el desarrollo de las crias,

al tener mayor eficiencia sobre los recursos disponibles dentro de la nidada (Anexo II).

Cuando comparamos la variacion del ICr entre crias provenientes de diferentes
padres con el analisis de PERMANOVA, pudimos observar que existe una variacion entre
estas medidas, lo que nos indica que existe una contribucion paterna, ya que aunque las
crias provienen de la misma madre, no presentan los mismos tamafos. Aungue no
pudimos establecer una relacion entre el ICr y la paternidad multiple, podemos inferir que
existe una contribucion paterna hacia las caracteristicas de las crias, debido a que existe
un macho dominante que fecunda una mayor cantidad de huevos dentro de las nidadas
gue presentan paternidad multiple (Anexo V), podriamos inferir que existe una
contribucion paterna hacia las caracteristicas de las crias. Para corroborar esta
informacion, seria necesario contar con diferentes nidadas fecundadas por el mismo
macho dominante, para obtener el ICr de las crias y el éxito de eclosion de la nidada,
para hacer una comparaciéon significativa de este supuesto y asi poder determinar si
existe en realidad una contribucion paterna y de qué manera esto puede beneficiar a las
crias. Desafortunadamente, en este estudio no se encontraron nidadas que fueran

fecundadas por el mismo macho.
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8.5 Paternidad multiple y éxito de eclosion

De acuerdo con los datos analizados, se encontr0 una relacion inversamente
proporcional entre el éxito de eclosiéon y el numero de padres, es decir, que entre mas

padres involucrados en una nidada menor fue el éxito de eclosion.

Alfaro-Nufiez et al. (2015) encontraron que las crias de nidadas fecundadas por
dos o tres machos son significantemente mas grandes en cuanto al peso y largo, aunque
para el caso del éxito de emergencia, las nidadas con dos padres fueron las que
presentaron los valores mas bajos. Con respecto a nuestros datos, la nidada con las crias
mas grandes present0 seis padres y, 57.5% de éxito de eclosion, aunque no es un
namero bajo, habria que considerar si en realidad el que sean grandes corresponde a un

rasgo ventajoso para las crias y las colonias de tortugas golfinas en general.

Si bien el analisis de la temperatura de incubacion no fue parte de nuestros
objetivos, es importante mencionar que la temperatura Optima de incubacion para la
especie L. olivacea, es de 30-32°C y la mortalidad aumenta en temperaturas por debajo
de los 27°C y por arriba de 34°C (Marquez 2002). Se ha observado que cuando las crias
en desarrollo embrionario se exponen a estas temperaturas, sufren efectos sobre el sexo,
el éxito de emergencia, la morfologia y el desempefio locomotor (Sim et al. 2015). Los
éxitos de eclosion mas bajos registrados en este estudio, coincidieron con el registro de
las temperaturas promedio mas altas (T= 32.17 +.0.25DE), a diferencia de los nidos con
los éxitos de eclosibn mas altos, que presentaron las temperaturas de incubacion
promedio mas bajas (T= 31.08 +0.20DE).

Se ha observado que en la tortuga golfina, las bajas temperaturas de incubacién
(24°C-29°C) afectan el desarrollo de los embriones en estadios de desarrollo tardios, y
las temperaturas altas (31°C-14°C) tienen efectos negativos en etapas tempranas de
desarrollo. La temperatura también tiene injerencia en el tamafo de la cria, ya que estas
alcanzan un maximo de tamafio cuando la temperatura alcanza niveles medios de
incubacion (30°C); cuando se alcanzan temperaturas altas de incubacion, el embrion se
desarrolla mas rapido, lo que causa gue las crias sean mas pequefias, debido a que el

embridn no tiene tiempo suficiente para disponer de los nutrientes que el huevo le provee;

- 40



y aunque a bajas temperaturas podemos encontrar crias mas grandes, estas alcanzan
sSu maximo a temperaturas intermedias. Ocurre lo mismo con su capacidad de nado,
alcanzan su mejor desempefio a temperaturas intermedias, esto indica que las
temperaturas intermedias de incubacion son ideales ya que esto les permite a las crias
alcanzar tamafos grandes, una mejor locomocioén y bajas tasas de mortalidad, lo que
conduciria a un mayor éxito de eclosion (Mueller et al. 2019). Por ello es necesario
realizar un analisis mas profundo con respecto a las temperaturas extremas sostenidas
y en qué momentos del desarrollo embrionario se dan, para comprobar si existen efectos
negativos o positivos de la temperatura sobre los nidos estudiados, para aceptar o
rechazar el efecto de la paternidad multiple sobre el éxito de eclosion de las nidadas
(Anexo VI).

Aungue los resultados obtenidos muestran una tendencia de lo que podria estar
pasando con las crias de tortuga golfina, creemos que la muestra analizada no es
representativa para una colonia tan grande de tortugas como la de Playa de Escobilla, en
donde se han llegado a encontrar mas de un millon de nidadas en la temporada de
anidacion (Peralta & Luna 2016), por lo que sugerimos hacer un andlisis mas extenso,
para poder complementar lo observado en este estudio con respecto al ICr de las crias 'y
al éxito de eclosion de las nidadas. Es importante analizar el efecto de la temperatura de
incubacion en las crias, ya que el efecto de esta variable podria desencadenar efectos
positivos o negativos en el ICr y el éxito de eclosion de las nidadas. Para entender por
qué hay diferentes niveles de PM entre playas de anidacion, incluso de la misma especie,
es necesario integrar datos sobre la densidad de reproductores en la zona de
apareamiento y la proporcion de sexos; mientras que, para indagar sobre los beneficios
de la paternidad mdultiple en la descendencia, es necesario contar con datos del
desempeiio locomotor de las crias y analizar de manera mas profunda los efectos de la

temperatura de incubacion.
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9. Conclusiones

1. Se encontré 60% de paternidad multiple en las diez nidadas de Lepidochelys olivacea

de Playa de Escobilla de la temporada de reproduccién 2016-2017.

2. Se encontr6 un maximo de nueve padres para las nidadas con paternidad mdultiple y

un promedio de 3.6 padres por nido.

3. Existe un macho dominante entre las nidadas con paternidad multiple, la fecundacién

va del 17% al 82% dependiendo el nimero de padres en la nidada.

4. No se encontré una relacion entre el nivel de paternidad multiple y el indice de

condicion relativo de las crias de tortuga golfina de Playa de Escobilla.

5. Se encontrd una relacion inversamente proporcional entre la paternidad multiple y el
éxito de eclosion, aunque hay que tomar en cuenta que tal vez, la temperatura pueda

estar asociada a esta tendencia.

6. Es necesario ahondar en establecer los factores que influyen sobre la frecuencia de
paternidad multiple en Playa de Escobilla, tales como: la densidad de reproductores y la
estimacion de la proporcién de sexos en zonas de apareamiento cercanas a esta playa
de arribada, el almacenamiento espermatico, el nimero de padres Optimo o el tamafio de

la puesta.
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11. Anexos

Anexo |. Frecuencias alélicas obtenidas de la submuestra conformada por las hembras
anidadoras.

Tamafio del Tamafio del
Locus alelo (pb) Frecuencia Locus alelo (pb) Frecuencia
OR-18 121 0.850 OR-22 221 0.350
123 0.150 223 0.050
225 0.050
OR-11 192 0.150 229 0.050
204 0.050 231 0.050
206 0.100 233 0.150
208 0.050 235 0.200
210 0.100 237 0.050
212 0.100 239 0.050
214 0.050
216 0.050 Cms4 321 0.050
218 0.100 323 0.100
220 0.050 325 0.250
222 0.050 327 0.050
224 0.050 329 0.050
228 0.050 331 0.100
234 0.050 335 0.200
337 0.050
OR-20 99 0.300 341 0.100
105 0.050 343 0.050
113 0.100
115 0.300 OR-1 145 0.200
117 0.250 149 0.300
153 0.050
157 0.100
161 0.100
165 0.150
173 0.050
197 0.050
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Anexo Il. Diagrama de caja para representar la variacion de la media del niumero de
padres con respecto a la arribada, del ICr con respecto a la puesta y del ICr con respecto
a la temperatura de incubacion.
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Figura 8. Variacién de la media del nimero de padres con respecto a la arribada.

Figura 9. Variacion de la media del ICr con respecto a la temperatura de incubacion.
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Figura 10. Variacién de la media del ICr con respecto al tamafio de la puesta.

53



Anexo lll. Diagrama de caja para representar la variacion y valores promedio del largo,
peso y area del caparazén segun el numero de padres, acorde a los resultados del
analisis de PERMANOVA.
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Anexo IV. Numero de huevos incubados por nido.

Nido Numero de huevos

EO7 109
EO8 92
EO09 40
E1ll 109
E12 101
E16 85
E1l7 109
E18 111
E19 87
E20 47

Anexo V. Porcentaje de fecundacion de cada macho, en los seis nidos que presentan

paternidad multiple.
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Anexo VI. Correlacion del promedio de temperatura de incubacion con el éxito de
eclosion. Cada punto representa el éxito de eclosion de una nidada.

Coarrelation: r =-.8579

80

Exito de eclosién

20 ; H ; H ; ; ; ;
30.8 31.0 31.2 314 316 31.8 32.0 322 324 326
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Anexo VII. Permisos de colecta expedidos por la Direccion General de Vida Silvestre de
la SEMARNAT, oficio SGPA/DGVS/09320/16 y Oficio No. SGPA/DGVS/04291/16.
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