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RESUMEN 
 

La tortuga laúd es una especie en peligro de extición, y sus anidaciones en México han 

disminuido drásticamente desde 1982 lo que enfatiza la necesidad de estrategias para su 

conservación especie. Dichas estrategias se están aplicando en playas de Michoacán, Guerrero 

y Oaxaca, en donde se registran los mayores números de anidaciones. Las técnicas moleculares 

han sido una herramienta muy útil para la identificación de unidades de manejo en tortugas 

marinas. En este sentido, la variación de microsatélites nucleares permite una mejor resolución 

que otros marcadores moleculares para distinguir poblaciones. El objetivo de este trabajo fue 

evaluar la estructura genética en las principales colonias anidadoras de laúd del Pacífico tropical 

mexicano con base en la variación de microsatélites nucleares. El ADN fue extraído de muestras 

de sangre colectadas en la temporada 1997-1998 en playas de Michoacán (Mexiquillo), Guerrero 

(Tierra Colorada) y Oaxaca (Cahuitán, Chacahua y Barra de la Cruz). Se aplicó reacción en 

cadena de la polimerasa con iniciadores heterólogos en 53 extractos, para amplificar los loci OR-

1, OR-2, OR-4, OR-7 y OR-8. El polimorfismo fue caracterizado y usado para evaluar estructura 

genética. La mplificación de OR-8 reveló dos loci polimórficos. Excepto por OR-1, los demás loci 

también resultaron polimórficos. El número de alelos por locus varió de 2 a 7, con un promedio 

de 4,2, lo cual se consideró adecuado para los análisis de estructura genética. A nivel global, dos 

de los cinco loci se desviaron significativamente del equilibrio Hardy-Weinberg por un déficit en 

heterocigotos. Además, todos los valores de FST fueron significativos. Seis de los 21 alelos 

presentaron un gradiente de frecuencia relacionado con la ubicación geográfica de las colonias, 

y las distancias geográficas estuvieron fuertemente correlacionadas (R2 = 0,83) con las 

genéticas. El cladograma fue consistente con esta correlación, al mostrar a Mexiquillo y Barra de 

la Cruz, las colonias más alejadas geográficamente, como las más distantes genéticamente, 

resultado que se mantuvo en cladogramas generados con un número menor de loci. Estos 

resultados revelan una estructura genética leve en las colonias de laúd del Pacífico mexicano, y 

señalan a la distancia geográfica como una fuente de diferenciación genética en esta región. 
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1. INTRODUCCION 

 

Las tortugas marinas juegan un papel ecológico importante en el medio marino. Siendo 

consumidores secundarios, regulan los niveles tróficos inferiores y superiores. Sin embargo, la 

tortuga laúd se distingue de las demás especies por poseer características taxonómicas y morfo-

anatómicas únicas. Esta especie, única representante de la familia Dermochelyidae, es la más 

grande, pesada, migratoria y pelágica de las siete reconocidas en la actualidad. 

Sus poblaciones han disminuído drásticamente en las últimas dos décadas. En la 

actualidad, cerca de la mitad de las anidaciones de laúd ocurren en playas de los estados de 

Michoacán, Guerrero, y Oaxaca. 

En el marco de la conservación, los recursos naturales se monitorean con base en 

unidades de manejo. Cada una de éstas representa una población o stock con características 

ecológicas y genéticas únicas. Estas unidades se han delimitado con gran confianza con base en 

herramientas moleculares mediante análisis de estructura genética. Cada población se distingue 

por su variación genética única, por lo que resulta útil analizar secuencias de ADN que presenten 

una alta variabilidad. Las principales secuencias con esta característica son repeticiones de 

pares de nucleótidos en el ADN nuclear, conocidas como microsatélites nucleares. 

Debido al bajo número de anidaciones actuales en el Pacífico mexicano, las principales 

colonias anidadoras de laúd requieren de un monitoreo basado en unidades de manejo. Por lo 

tanto, es necesario definir si cada playa de anidación representa una unidad de manejo distinta. 

Con el fin de definir stocks reproductores de laúd en México, resalta entonces la importancia del 

análisis de su estructura genética con base en microsatélites nucleares. 

El propósito general del trabajo fue determinar la estructura genética en las principales 

colonias anidadoras de laúd del Pacífico tropical mexicano, con base en la amplificación por 

reacción en cadena de la polimerasa de cinco loci microsatelitales nucleares que habían sido 

caracterizados en tortugas golfinas. 
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2. ANTECEDENTES 

 

2. 1. Generalidades biológicas 

 

Las tortugas marinas aparecieron durante el Jurásico hace 200 millones de años, agrupadas en 

la  familia Thalassemydae (Pritchard, 1997). Fue hasta el Cretácico, hace 100 millones de años, 

que divergieron cuatro familias, dos de las cuales permanecen en la actualidad: Cheloniidae y 

Dermochelyidae. Actualmente existen siete especies, siendo la tortuga laúd (Dermochelys 

coriacea) la única representante de la segunda familia (Spotila, 2004). 

La laúd es la tortuga marina más grande (130-183 cm de largo curvo de caparazón) y 

más pesada (200-600 kg) (Pritchard, 1971). Se caracteriza por la ausencia de escamas y uñas 

en las aletas. El caparazón está formado por placas óseas parcialmente unidas, sobre las cuales 

se encuentra una piel espesa rica en aceite (Pritchard, 1997). El esqueleto está constituído por 

una mezcla de tejido óseo y cartilaginoso (Rhodin et al., 1981). 

Esta especie presenta un eficaz sistema circulatorio a contracorriente (Frair et al., 1972), 

lo que le permite ser la más migratoria, registrándose individuos entre los 40°N y 35°S 

(Sternberg, 1981), y la más pelágica, detectándose organismos hasta 1 300 m de profundidad 

(Eckert et al., 1989). Los movimientos de la laúd resultan de la búsqueda de alimento, 

esencialmente medusas (Pritchard, 1984). Dado su gran tamaño, la laúd satisface sus 

necesidades energéticas consumiendo un gran número de éstas (Lutcavage y Lutz, 1986). 

La temporada de anidación en el Pacífico es de octubre a marzo (Márquez et al., 1981). 

En una temporada, una hembra deposita siete nidos en promedio (Spotila, 2004), cada uno 

conteniendo entre 60 y 120 huevos (Binckley et al., 1998). Los últimos 10 a 40 carecen de 

embriones, siendo la especie que presenta la tasa de eclosión más baja (aproximadamente 50%) 

de todas las tortugas marinas (Spotila, 2004). Las hembras de laúd se caracterizan por su baja 

fidelidad al sitio de anidación, consecuencia de su comportamiento altamente migratorio (Plotkin, 

2003). 
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Un aspecto poco conocido de su sistema de reproducción es el apareamiento. Carr y 

Carr (1986) detectaron que los individuos se aparean durante la migración hacia las zonas de 

reproducción, antes de la temporada de anidación. Con base en datos genéticos, Crim et al. 

(2002) encontraron la misma conclusión para la colonia de Playa Grande, Costa Rica. Sin 

embargo, para la misma colonia, Pickrell (2004) observó un apareamiento entre anidadas en una 

misma temporada. Fijando una cámara al caparazón de una hembra, observó que ésta fue 

perseguida por varios machos al entrar al mar después de anidar. El macho que se apareó con 

ella, la mordió en el caparazón y las aletas, agrediendo a los machos que se acercaban. Sin 

embargo este comportamiento agresivo no implica que el apareamiento sea forzado. 

Los estudios biológicos de la laúd en los últimos años se han visto limitados por tamaños 

de muestra pequeños. En efecto, el número de organismos ha disminuído de manera general. 

Sin embargo las dinámicas poblacionales varían drásticamente entre regiones oceánicas. 

 

 

2. 2. Problemática

2. 2. 1. Estado de las poblaciones 

 

La tortuga laúd ha sido catalogada como en “Peligro Crítico de Extinción” por la Unión 

Internacional para la Conservación de la Naturaleza y los Recursos Naturales (IUCN, por sus 

siglas en inglés) (Godley y Broderick, 2001). Esta clasificación resulta del decaimiento del 

número de hembras de 115 000 en 1980 (Pritchard, 1982) a 34 500 en 1996 (Spotila et al., 

1996). 

En el Océano Atlántico, Spotila et al. (1996) califican a las poblaciones como estables, 

por lo que en la actualidad constituyen la agrupación más importante de tortugas laúd en el 

mundo. Además, los autores afirman que las colonias de Trinidad y Tobago, Saint-Croix de las 

Islas Vírgenes y África del Sur han aumentado en los últimos años. La colonia más numerosa es 

la de la Guayana Francesa y Surinam, con 13 800 hembras en cada temporada (Spotila, 2004). 
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En el Océano Índico, Spotila et al. (1996) describen una dinámica opuesta, ya que la 

mayoría de las poblaciones ha sido extirpada, como es el caso de India y Tailandia. Asimismo, 

dichos autores afirman que la mayor agrupación de hembras se localizaba en Sri Lanka durante 

la primera mitad del siglo XX, pero decayó a menos de 100 hembras para la segunda mitad. 

Limpus (1995) reporta que en Malasia, de las 3 103 hembras registradas en 1968, solamente 

dos anidaron en 1994. 

En el Océano Pacífico, las poblaciones están disminuyendo, con dos colonias 

importantes, una en Costa Rica y la otra en México (Spotila et al., 1996). La primera es la más 

estable del Pacífico, ya que en cada temporada se registran entre 59 y 435 hembras (Spotila, 

2004). La segunda constituyó la concentración más importante de individuos de la especie en el 

mundo ya que de las 115 000 hembras estimadas para las poblaciones mundiales en 1980, más 

de 50 000 anidaban en las costas del Pacífico de México (Pritchard, 1982).  Sin embargo, estas 

colonias se están colapsando ya que en la temporada 1995-1996 menos de 1 000 nidadas se 

registraron en el Pacífico mexicano (Sarti et al., 1996). En consecuencia, la laúd se clasifica en 

México como en “Peligro de Extinción” bajo la norma NOM–059–SEMARNAT–2001 (Sarti, 2004). 

Sarti-Martínez et al. (2007) muestran que, aunque las anidaciones de laúd ocurren desde Baja 

California Sur hasta Chiapas, el 42% de las nidadas de una temporada se registran en playas de 

Michoacán (Mexiquillo), Guerrero (Tierra Colorada) y Oaxaca (Cahuitán y Barra de la Cruz). Por 

la gran concentración de nidadas y las altas densidades de nidos por kilómetro de playa en una 

temporada, dichas playas son calificadas por los autores como “playas índice”. 

El estado actual de las poblaciones de tortuga laúd es consecuencia del impacto de 

distintas fuentes de mortalidad. Dichas fuentes pueden considerarse como naturales o 

antropogénicas, siendo éstas las de mayor impacto (Sarti, 2004). 

 

2. 2. 2. Fuentes de mortalidad

 

La tortuga laúd está sujeta a selección natural por la depredación de sus huevos por mamíferos, 

insectos y crustáceos, así como de los juveniles por aves, peces menores y mayores (Lutz y 
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Musick, 1997). En adultos, Sarti et al. (1994) reportaron un caso de depredación por una orca, 

mientras que Troeeng (2000) observó ataques por jaguares durante la anidación y tiburones. En 

los últimos años, una intensa presión de selección antropogénica se ha sumado a la selección 

natural, razón principal de la disminución de la población en México (Sarti et al., 1996). Los 

principales factores han sido la modificación de las playas de anidación y la explotación ilegal de 

los huevos (Spotila et al., 1996). 

Sin embargo, James et al. (2005) enfatizan que se han ignorado las fuentes de 

mortalidad en el mar. Los autores detectaron por telemetría que la mayoría de los sub-adultos 

del Atlántico Occidental migran a lo largo de las costas americanas, por lo que concluyeron que 

el mayor riesgo para las tortugas en el mar es la pesca costera, tanto en zonas templadas como 

tropicales. Otra fuente de mortalidad son las capturas incidentales en las zonas de alimentación 

(Sarti, 2002). Los individuos de las colonias de México y Costa Rica migran a la zona de 

surgencia frente a la costa del Perú para alimentarse (Sarti, 2004). El uso de redes de enmalle 

en estas áreas ha provocado la captura incidental de tortuga laúd, aunque también se reportan 

capturas dirigidas. Estas actividades persisten en la actualidad pese a que la legislación peruana 

las prohíbe desde 1976 (FAO, 2004). 

Dado el fuerte impacto de las fuentes antropogénicas de mortalidad, se han tomado 

acciones de conservación dirigidas hacia la limitación de dicho impacto en las dinámicas 

poblacionales. 

 

2. 2. 3. Acciones de conservación

 

A fin de proteger a la laúd, se han creado dos campos de acción. El primero pretende proteger a 

la población de reproductores en las áreas de alimentación al modificar las artes de pesca y 

regular las capturas incidentales. La FAO (2004) ha recomendado el uso de anzuelos circulares 

en los palangres pelágicos, así como de Dispositivos Excluidores de Tortugas (TED, por sus 

siglas en inglés) en redes de arrastre. Sin embargo, el alto costo de un TED impide su 

implementación generalizada en la actividad pesquera (Spotila, 2004). 
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El segundo campo de protección ocurre en las playas, y su objetivo es evitar la 

explotación de los huevos. En México, se han instalado campamentos de protección en las 

playas índice, en los que se monitorean las anidaciones, registrando parámetros ecológicos, 

recuperando huevos y liberando crías. Estas actividades se llevan a cabo desde hace 20 años 

en el país (Sarti, 2004). Los conocimientos y experiencia almacenados en los campamentos son 

información útil para cualquier estudio enfocado en la ecología y conservación de la laúd. 

En la actualidad, los trabajos sobre conservación de la especie contemplan el uso de 

métodos para delimitar poblaciones (Karl y Bowen, 1999). De esta manera, se determina si 

distintas colonias anidadoras forman una misma población o si son poblaciones diferentes. Así, 

se sabría si la pérdida de organismos en una colonia afecta o no la dinámica poblacional de otras 

(Schierwater et al., 1997). La delimitación de poblaciones requiere por lo tanto de un análisis de 

estructura poblacional. 

 

 

2. 3. Estructura poblacional en conservación 

 

Las especies en peligro de extinción son recursos naturales que requieren de un manejo 

adecuado para conservarlas. En este marco, el recurso natural a proteger se organiza en 

Unidades de Manejo (MU, por sus siglas en inglés) (Moritz, 1994). Para Frankham et al. (2002), 

una MU puede representar una especie, sub-especie o población. En el último caso, cuando 

varias poblaciones de una especie presentan diferencias adaptativas en nichos distintos, o 

cuando presentan diferencias genéticas significativas, dichas poblaciones son MUs distintas. En 

estos casos, la delimitación de una MU permite un monitoreo más organizado del recurso natural 

(Dethmers et al., 2006), por lo que es necesario aplicar métodos para diferenciar poblaciones. 

Las poblaciones naturales se estructuran demográficamente y genéticamente, por lo que existe 

un método demográfico (o método directo) y uno genético (o indirecto) para diferenciarlas 

(Slatkin, 1987). 
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2. 3. 1. Estructura demográfica 

 

El método directo se basa en la definición ecológica de “población”, la cual es un grupo de 

individuos de una misma especie que se reproducen entre ellos, caracterizado por una estructura 

de edades estable y parámetros poblacionales determinados (tasas de natalidad, mortalidad, 

imigración y emigración) en un tiempo y espacio dados (Krebs, 1985). En tortugas marinas, los 

datos de estructura de edad, natalidad, mortalidad y migración se obtienen marcando los 

organismos según el método de captura-recaptura (Dethmers et al., 2006). 

La estructura de edad es definida por Wilson y Bosser (1971) como la distribución de los 

individuos de la población en clases de edad. Para los autores, se alcanza una distribución de 

edad estable en un ambiente estable: la proporción de individuos de cada clase es constante en 

el tiempo. Sin embargo, en tortugas marinas, dicha proporción no es constante a causa de la 

pesca incidental. Además, se sabe muy poco de lo que ocurre con los neonatos y juveniles, 

etapas denominadas “años perdidos” (Spotila, 2004). Dado que la estructura de edades no es 

estable y la información sobre neonatos es casi nula, es muy difícil caracterizar la estructura de 

edades en tortugas marinas por medio de marcajes. 

La FAO (1992) hace una recopilación de los métodos de estimación de las tasas de 

natalidad y mortalidad: la primera se estima con base en datos de fertilidad y sobrevivencia de 

reproductoras y neonatos, mientras que la segunda con base en datos de crecimiento y edad. En 

la recopilación se señala la dificultad para obtener dichos datos con marcajes ya que se 

necesitan series de tiempo muy largas. Asimismo, las estimaciones de inmigración y emigración 

se basan en marcajes a largo plazo, lo cual es muy oneroso (Dethmers et al., 2006). 

El método de captura-recaptura ha sido un método muy costoso, largo y con bajos 

rendimientos para delimitar poblaciones (Slatkin, 1987). Por lo tanto, en los últimos años se ha 

privilegiado la caracterización de la estructura genética. De esta manera, Moritz (1994) y Waples 

(1995) definen una MU como una Unidad Evolutivamente Significativa (ESU, por sus siglas en 

inglés), correspondiente a una población con una trayectoria evolutiva independiente y aislada de 

otras. El método indirecto, es decir, el análisis de la variación genética entre poblaciones, ha sido 
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ampliamente usado para la delimitación de MUs en tortugas marinas en los últimos años (Karl y 

Bowen, 1999; Roberts et al., 2004; Bowen et al., 2005; Reece et al., 2005; Dethmers et al., 

2006). 

 

2. 3. 2. Estructura genética 

2. 3. 2. 1. Niveles y medidas de variación genética 

 

El análisis de estructura genética requiere de técnicas y herramientas que detecten variación 

genética entre poblaciones de una misma especie (Avise, 1994). La variación genética se define 

como la variación de características heredables, la cual es detectable a distintos niveles (Hartl y 

Clark, 1997). 

El nivel más fino para revelar la variación genética, se basa en el análisis de secuencias 

nucleotídicas. La caracterización de esta variación se ha facilitado por el desarrollo de las 

técnicas de secuenciamiento en los últimos años (Futuyma, 1998). En este marco, una medida 

de diversidad genética es el polimorfismo en nucleótidos θ, proporción del número de nucleótidos 

polimórficos en una secuencia dada. Otra medida es el parámetro π, número promedio de 

nucleótidos que difieren entre todos los pares posibles de secuencias. Sin embargo, no siempre 

es posible conocer la secuencia exacta de una región genómica ya que la técnica de 

secuenciamiento es muy laboriosa y costosa (Avise, 1994). 

La variación genética a nivel del ADN puede caracterizarse sin necesariamente conocer 

toda la secuencia de la región de interés. Para comprender estos análisis es importante revisar 

algunas nociones básicas. Primero, el sitio que ocupa un gen, o secuencia codificante, en un 

cromosoma se define como “locus”. Segundo, toda mutación en un gen genera variantes 

denominadas “alelos” los cuales pueden tener efectos fenotípicos. En la práctica, ambas 

definiciones se han ampliado a secuencias no codificantes y es en este sentido que se usarán 

ambos términos en este reporte. En organismos diploides, cada individuo se caracteriza por la 

combinación de dos alelos por locus, o genotipo. De esta manera, es posible caracterizar la 

variación genética a nivel de alelos, la cual surge como consecuencia de la variación 
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nucleotídica. En el marco de la variación alélica, las medidas más sencillas de variación son el 

número promedio de alelos por locus y las frecuencias alélicas (Futuyma, 1998). Otra medida es 

el polimorfismo P, que corresponde a la proporción de loci polimórficos analizados. En general, 

un locus se define como polimórfico cuando presenta más de un alelo, y si el alelo más común 

presenta una frecuencia menor a 0,95 (Hartl y Clark, 1997). Pero la principal medida de variación 

es la heterocigosidad H, definida como la proporción de heterocigotos en un locus para una 

población. Un heterocigoto se define como un organismo que presenta dos alelos distintos. Este 

se opone a un homocigoto que presenta alelos idénticos. El valor de H depende de las 

frecuencias pi de cada iésimo alelo de dicho locus: 

H = 1 – Σ (pi²) 

La independencia de la información de cada locus a la estructura genética se mide con la 

prueba de desequilibrio en el ligamiento, la cual determina si la coaparición de los alelos de dos 

loci se debe al azar o no (Futuyma, 1998). Asimismo, es posible obtener información acerca de 

la estructuración genética al realizar pruebas del equilibrio Hardy-Weinberg, el cual supone que 

un locus no está sujeto a fuerzas evolutivas (e.g. flujo génico que rompe la estructuración 

genética) (Hartl y Clark, 1997). 

En esta sección se presentaron medidas de variación genética que pueden usarse para 

analizar secuencias nucleotídicas, o información alélica que no involucre datos de secuencia. 

Los datos de este tipo, denominados marcadores moleculares, presentan una alta variación que 

permite distinguir organismos o poblaciones (Kahl, 2001). En la siguiente sección se presentarán 

los principales criterios de clasificación de los marcadores moleculares. 

 

2. 3. 2. 2. Tipos de marcadores moleculares 

 

Los marcadores moleculares permiten distinguir especies, poblaciones de una especie y/o 

individuos de una población (Avise, 1994). Dada la alta variabilidad de las aplicaciones del 

análisis molecular, en esta sección se hará referencia a la aplicación de los marcadores en 
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estructura genética. En este marco, existen muchos tipos de marcadores moleculares y técnicas 

asociadas, por lo que se presentarán criterios de clasificación de estos marcadores. 

 

Tipo de genoma 

Los marcadores pueden pertenecer al ADN mitocondrial (ADNmt) o al nuclear (ADNn). En 

vertebrados, la tasa de evolución del genoma mitocondrial es entre cinco y diez veces mayor al 

de secuencias en copia sencilla del ADNn (Brown et al., 1979). Dentro del ADNmt, sobresale la 

mayor tasa de evolución de la región de control, única región del genoma no codificante (Avise, 

1994). Por el alto polimorfismo del ADNmt, los marcadores mitocondriales son muy útiles en 

análisis de estructura genética. Sin embargo, su mayor desventaja es que caracterizan sólo los 

linajes maternos, ya que en animales las mitocondrias son generalmente transmitidas vía 

materna (Futuyma, 1998). 

En cambio, el ADNn es heredado por ambos padres, por lo que el análisis de 

marcadores nucleares evidencia la contribución de ambos sexos en la estructura genética 

(Avise, 1994). Asimismo, el ADNn presenta ciertas secuencias con una tasa de evolución tan 

rápida como el ADNmt (Roberts et al., 2004). Por estas dos características, en análisis de 

estructura genética ciertas secuencias de ADNn son más informativas que el ADNmt. 

 

Número de copias     

En el ADNn, se distinguen las secuencias en copias múltiples y en copias sencillas (ADNncs) 

(Avise, 1994). Las primeras son denominadas ADN repetitivo y pueden ser clasificadas en tres 

grupos: ADN altamente, moderadamente y poco repetitivo (Nei, 1987). 

El ADN altamente repetitivo consiste en secuencias nucleotídicas cortas repetidas en 

tándem en el genoma (Futuyma, 1998). Sobresalen los microsatélites, los cuales son secuencias 

constituídas por unidades de dos, tres o cuatro nucleótidos repetidas entre cuatro y seis veces 

(Schlötterer, 1998). Son regiones nucleares con una alta tasa de evolución y por lo tanto 

altamente polimórficas, siendo así muy útiles en análisis poblacionales (Dean y Milligan, 1998). 

Las regiones más representativas del ADN moderadamente y poco repetitivo, según Avise 
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(1994), son genes codificantes para ARNr y ARNt, los cuales son secuencias altamente 

conservadas. Para el autor, la baja variabilidad de dichas secuencias les confiere une ventaja 

para analizar procesos macroevolutivos. 

El ADNncs se conforma de secuencias en una sóla copia en todo el genoma nuclear. La 

principal característica del ADNncs es su herencia mendeliana, en la que es posible determinar 

genotipos en organismos diploides, distinguiendo los heterocigotos de los homocigotos, y por lo 

tanto medir la variación genética por medio de la heterocigosidad y el número de alelos (Avise, 

1994). Estas medidas de variación son muy sencillas de calcular, por lo que el análisis de 

ADNncs facilita y hace más robustos los análisis de estructura genética. 

 

Técnica de análisis 

En los últimos años, nuevas técnicas han surgido para analizar ácidos nucléicos. Karp y Edwards 

(1997) presentan y discuten una guía sencilla de las distintas metodologías en la que separan los 

marcadores moleculares según el uso o no de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR, por 

sus siglas en inglés). Esta sección está basada en el esquema de clasificación de estos autores. 

 La PCR ha sido una técnica inovadora que permite la amplificación exponencial in vitro 

de una región genómica mediante el uso de iniciadores que se alinean a las regiones 

flanqueantes de la secuencia de interés (Dieffenbach y Dveksler, 1995). La amplificación ocurre 

en un número determinado de ciclos térmicos, cada uno con las mismas tres etapas: 

desnaturalización del ADN doble cadena, hibridación de los iniciadores y extensión con 

oligonucleótidos por una polimerasa termoestable. 

 El grupo de técnicas que no se basan en la PCR pueden hacer uso de la hibridación 

(e.g. RFLP). En ésta, el ADN molde es puesto en presencia de sondas que son complementarias 

con regiones específicas del ADN molde. La ventaja de estas técnicas es que evidencian 

marcadores codominantes, es decir, que permiten distinguir los heterocigotos de los 

homocigotos, lo cual es útil en estudios poblacionales. Sin embargo, son metodologías que 

consumen mucho tiempo, pueden requerir el uso de radiactividad para detectar las sondas y es 

necesario conocer las secuencias específicas del ADN molde a fin de sintetizar las sondas. 
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El grupo de técnicas que se basan en la PCR son separadas en dos subgrupos, ambos 

se distinguen según la especificidad de la amplificación, la cual depende de la longitud de la 

secuencia de los iniciadores así como de las condiciones de astringencia durante la PCR. El 

primer subgrupo agrupa técnicas que amplifican regiones genómicas al azar en condiciones 

bajas de astringencia. Este subgrupo reune las técnicas denominadas MAAP (e.g. RAPD, DAF, 

AP-PCR), en las que la amplificación es totalmente azarosa usando un solo iniciador de 

secuencia corta. La rapidez y sencillez de estas técnicas son su mayor ventaja. Sin embargo, su 

informatividad en análisis de estructura genética es limitada ya que revelan principalmente 

marcadores de tipo dominante, es decir, que no permiten discernir los heterocigotos de los 

homocigotos. Este subgrupo también incluye técnicas menos azarosas en cuanto a la 

especificidad de la amplificación, pues utilizan iniciadores cuya secuencia está basada en sitios 

de restricción o ADN repetitivo (e.g. AFLP y MP-PCR). También en estos casos, la amplificación 

de marcadores codominantes es rara, y en la práctica resulta muy dificil detectar variación 

alélica. 

El segundo subgrupo reúne técnicas de amplificación que utilizan pares de iniciadores 

que se alinean a regiones flanqueantes de una secuencia específica en condiciones de 

astringencia alta. En estos casos, es necesario conocer la secuencia de dichas regiones 

flanqueantes para sintetizar los iniciadores. Sin embargo, estas técnicas permiten analizar de 

manera rápida y sensible marcadores codominantes, los cuales son más informativos en análisis 

de estructura genética. Los microsatélites nucleares amplificados mediante PCR son un ejemplo 

de este tipo de marcadores, y son de gran utilidad en estudios de estructura genética. Estos 

estudios se apoyan en diversos análisis estadísticos, los cuales son presentados en la siguiente 

sección. 

 

2. 3. 2. 3. Estadísticos para análisis de estructura genética 

 

Los datos generados de los análisis de marcadores moleculares forman la base de estadísticos 

que caracterizan la estructura genética. Dada la utilidad de los marcadores microsatelitales así 
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como de la PCR en estructura poblacional, en esta sección se presentan estadísticos 

poblacionales relacionados con dicho tipo de marcadores. 

La medida de variación genética observada entre poblaciones más frecuentemente 

usada es el índice de fijación FST (Futuyma, 1998). Al caracterizar el número de alelos 

amplificados, y sus frecuencias alélicas, es posible calcular la heterocigosidad promedio de cada 

población. Por ejemplo, para dos supuestas poblaciones P1 y P2, se mide la variabilidad 

microsatelital obteniendo las respectivas heterocigosidades H1 y H2. A fin de determinar si P1 y 

P2 son dos poblaciones distintas, se calcula el estadístico FST tal que: 

Ht - Hs
FST = 

   Ht 
 

La heterocigosidad Ht es la esperada si P1 y P2 son una población única, con individuos de P1 y 

P2 apareándose al azar. La heterocigosidad Hs es el promedio de H1 y H2, en caso de que P1 y 

P2 sean poblaciones diferentes. El índice FST es una medida de la reducción proporcional en 

heterocigotos de la metapoblación debido a la subdivisión de P1 y P2 (término “Ht – Hs”) con 

respecto a la hipótesis de “no división” (término “Ht”) (Conner y Hartl, 2004). El FST varía de 0 a 

1. Cuando FST es igual a cero, Hs es igual a Ht: la proporción en heterocigotos promedio entre 

P1 y P2 es la misma que la de una población panmíctica. Cuando FST es diferente de cero, Hs es 

diferente de Ht: la heterocigosidad promedio es diferente de la esperada para una población 

única, y las poblaciones serían significativamente diferentes. En este caso, demostrar que FST es 

significativamente diferente de cero es demostrar que el grupo de poblaciones analizadas está 

realmente subdividido (Conner y Hartl, 2004). Otros autores han descrito análogos del FST, como 

el RST (Nei, 1987) y el GST (Gaggiotti et al., 1999). 

 El grado de diferenciación genética entre poblaciones es cuantificable mediante índices 

de similitud (e.g. estadístico I de Nei) o disimilitud genética, siendo los últimos definidos como 

distancias genéticas (e.g. estadístico D de Nei y distancia de Reynolds) (Fututyma, 1998). Nei 

(1987) discute las principales características de estas distancias. Éstas se anulan cuando dos 

poblaciones presentan las mismas frecuencias alélicas, por lo que, por definición, el índice de 
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fijación es un ejemplo de distancia genética. Estas distancias pueden traducirse gráficamente en 

ramas de árboles filogenéticos, o cladogramas, representando así las relaciones entre grupos de 

organismos. La construcción de dichos cladogramas puede realizarse, entre otros, con un 

algoritmo del método de distancias, el cual es uno de los varios métodos de generación de 

árboles. El algoritmo del Neighbor-Joining es útil cuando las tasas de evolución no son 

constantes en cada rama divergente (Saitou y Nei, 1987). 

 Dada la rapidez, facilidad y relativo poco costo de la delimitación indirecta de 

poblaciones, las herramientas de genética molecular han sido ampliamente utilizadas en los 

últimos años para estudios de estructutra genética en tortugas marinas. Los principales trabajos 

en este ámbito se presentan en la siguiente sección. 

 

 

2. 4. Estudios moleculares sobre estructura poblacional en tortugas marinas  

 

La estructura genética ha sido ampliamente estudiada en tres de las siete especies de tortugas 

marinas: tortuga verde (Chelonia mydas), caguama (Caretta caretta) y carey (Eretmochelys 

imbricata). La golfina (Lepidochelys olivacea) y laúd han recibido una menor atención. Sin 

embargo, no existen estudios rigurosos sobre las tortugas kikila (Natator depressus) y lora 

(Lepidochelys kempii), endémicas de Australia y del Golfo de México respectivamente, 

probablemente por su distribución restringida. Por ello, a continuación se discuten los principales 

trabajos realizados en este campo. 

      

2. 4. 1. Chelonia mydas 

 

El interés por conocer la estructura genética de esta especie ha sido abordado mediante el 

análisis de secuencias genómicas tanto de origen mitocondrial como nuclear, y estudiando sus 

poblaciones ya sea a nivel global o regional. Los trabajos que analizaron la especie a una escala 

global son tres. Éstos incluyeron como objetivo el complementar los resultados obtenidos con 
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distintos tipos de marcadores moleculares, y se basaron en el análisis de prácticamente los 

mismos individuos. Los trabajos que analizaron la especie a nivel regional son tres también, y se 

enfocaron en el Atlántico, suroeste del Océano ïndico, y suroeste del Pacífico. 

 Bowen et al. (1992) analizaron la filogeografía de la especie mediante el análisis de 

RFLPs del ADNmt. Las colonias del Atlántico estuvieron fuertemente diferenciadas respecto a 

las del Indo-Pacífico. Para los autores, la barrera geográfica que representó el istmo 

centroamericano al surgir hace tres millones de años, así como las barreras oceánicas que han 

representado las aguas frías en las puntas sureñas de América y África, han limitado el flujo 

génico entre ambas cuencas. A nivel intraoceánico el flujo génico entre colonias estuvo 

fuertemente limitado, por lo que los autores concluyeron que cada colonia debe ser manejada 

como una unidad demográfica distinta. 

 Karl et al. (1992) analizaron cinco loci de ADNncs por PCR-RFLP. Un punto de interés 

del estudio fue la caracterización del patrón de estructura con ADNn y compararlo con el de 

ADNmt que se discutió en el párrafo anterior. La diferenciación entre cuencas oceánicas fue 

confirmada, pero el nivel de diferenciación intraoceánica fue mucho menor al detectado con 

ADNmt. Esta mayor homogeneidad genética sugirió la existencia de flujo génico entre colonias 

mediado por machos, dada la fuerte estructuración materna detectada con ADNmt. 

 Roberts et al. (2004) cuestionaron los resultados de homogeneidad intraoceánica 

obtenida con el ADNncs, atribuyéndola a la baja capacidad que tienen estos marcadores para 

detectar divergencias recientes debido a su baja tasa de mutación. Los autores analizaron por 

PCR la variación en cuatro microsatélites nucleares. El interés del estudio fue caracterizar la 

estructura con ADNn más útil para detectar divergencias recientes, así como comparar dicha 

estructura con la inferida a partir de ADNncs y de ADNmt. Este trabajo confirmó la existencia de 

homogeneidad genética entre colonias de la misma cuenca, y por ende señaló a los machos 

como la vía para el flujo génico principal entre las poblaciones. 

 Los demás trabajos realizados con la especie abordaron una escala regional, y se 

basaron en el secuenciamiento de la región de control del ADNmt. Encalada et al. (1996) se 

enfocaron en colonias del Atlántico. Estos autores encontraron que las poblaciones del 
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Mediterráneo y del Caribe Occidental se distinguieron en conjunto del grupo formado por las 

colonias del Caribe Oriental, América del Sur y África. Bourjéa et al. (2007) analizaron la 

estructuración en el suroeste del Océano Índico, y detectaron haplotipos característicos del 

Océano Atlántico, lo cual fue evidencia de que las tortugas verdes son organismos tropicales 

capaces de cruzar la punta sur de África. Dethmers et al. (2006) distinguieron en Australasia 17 

unidades de manejo, de las cuales las seis del Pacífico estuvieron fuertemente diferenciadas de 

las 11 del Índico. Según los autores, dicha discontinuidad genética es el resultado de la 

restricción del flujo génico por el surgimiento de tierra en el Estrecho de Torres (ubicado entre el 

noreste de Australia y el sur de Nueva Guinea) en los períodos de glaciación. 

 

2. 4. 2. Caretta caretta 

 

La estructura genética en esta especie ha sido analizada en tres trabajos, en todos ellos ha 

participado el investigador Brian Bowen. Los dos primeros se caracterizaron por analizar el 

mismo tipo de marcador, RFLPs de la región de control del ADNmt, pero se distinguen por la 

escala geográfica del análisis: uno es regional centrado en colonias del sureste de los Estados 

Unidos y el otro es global. El tercer estudio, más reciente, se centró en la misma región del 

sureste de los Estados Unidos pero en colonias distintas y se caracterizó por afinar las 

conclusiones del análisis de ADNmt al secuenciar la región de control así como por 

complementarlas analizando microsatélites nucleares. 

En el primer estudio, Bowen et al. (1993) analizaron colonias de Florida, Georgia y 

Carolina del Sur. Los autores detectaron que la colonia de Florida presentó frecuencias 

haplotípicas significativamente diferentes de las de Georgia y Carolina del Sur. De esta manera, 

concluyeron que en Estados Unidos no hay un hábitat continuo para anidar y que tanto Florida 

como el grupo Georgia/Carolina del Sur forman unidades demográficas distintas. 

Frente a la capacidad de distinguir stocks reproductores con ADNmt, el estudio anterior 

fua ampliado a una escala global (Bowen et al., 1994). Se identificaron haplotipos mayoritarios 

pero no exclusivos para cada cuenca, por lo que se concluyó que existen dos linajes evolutivos 
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no relacionados con la separación de las cuencas del Atlántico y del Indo-Pacífico. Para los 

autores, esto resulta de la distribución en aguas templadas de la especie, lo que le facilita pasar 

la zona de surgencia frente a las costas de África del Sur. Sin embargo, algunos haplotipos 

estaban fijos en la mayoría de las colonias, por lo que los autores concluyeron que éstas son 

fácilmente distinguibles y que por lo tanto las hembras de la especie son fieles al sitio de 

anidación. 

En el estudio más reciente, Bowen et al. (2005) afinaron las conclusiones del primer 

trabajo en la especie al secuenciar un fragmento de la región de control del ADNmt, técnica más 

sensible para detectar variación genética que el RFLP. Asimismo, los autores complementaron 

las conclusiones al analizar cinco loci microsatelitales nuleares por PCR. Se detectó una fuerte 

estructura con ADNmt mientras que con el ADNn no hubo estructura significativa. Así como en 

tortuga verde, esta diferencia entre los marcadores indicó que las hembras son muy filopátricas, 

y que el flujo génico entre colonias está mediado por los machos: esta estructura genética fue 

calificada por los autores como “estructura compleja”. 

 

2. 4. 3. Eretmochelys imbricata 

 

Cuatro estudios se han enfocado al análisis de la estructura genética de la tortuga carey, todos 

ellos a una escala regional y con base en análisis de la región de control del ADNmt. Dichos 

trabajos se distinguen por la región oceánica analizada: dos de ellos se realizaron en Australasia, 

en los que participó el investigador Damien Broderick, mientras que los otros dos se centraron en 

el Caribe, en los que participaron Ana Bass y Brian Bowen. 

Los dos estudios de Australasia se distinguen por las técnicas de análisis. Broderick et 

al. (1994) realizaron un análisis de RFLP en las principales colonias anidadoras de Australia. Las 

poblaciones del oeste y del noreste australiano presentaron diferencias significativas en las 

frecuencias de dos haplotipos. Broderick y Moritz (1996) afinaron más el análisis mediante la 

técnica de secuenciamiento, y ampliaron la cobertura geográfica al incluir colonias de Malasia e 

Islas Salomón. De 15 haplotipos, 13 fueron exclusivos de colonias específicas, por lo que se 

17 
 



demostró que las colonias de carey están fuertemente diferenciadas. Asimismo, se confirmó la 

distinción de las dos poblaciones reproductoras de Australia. Además, dos colonias de Malasia 

así como la de las Islas Salomón fueron reconocidas como stocks reproductores distintos. 

 Los dos estudios del Caribe emplearon la técnica de secuenciamiento. Bass et al. (1996) 

se enfocaron en las zonas de anidación, detectando un flujo génico limitado entre colonias y una 

fuerte filopatria. Bowen et al. (2007) analizaron zonas de anidación y de alimentación, y 

detectaron que en estas últimas se congregan individuos de distintas zonas de anidación. Por 

ejemplo, en las zonas de alimentación de Cuba se detectaron haplotipos de México, Puerto Rico, 

Costa Rica y las Islas Vírgenes de los Estados Unidos. Este resultado tiene implicaciones 

importantes en conservación, pues muestra que si se explotan tortugas en zonas de forrajeo, se 

está afectando colonias de distintos países. 

 

2. 4. 4. Lepidochelys olivacea 

 

Tres estudios correspondientes a tres grupos de trabajo distintos se enfocaron en la estructura 

de la tortuga golfina, y todos estuvieron basados en el secuenciamiento de la región de control 

del ADNmt. Uno de ellos es una evaluación global, mientras que los otros dos son análisis 

regionales. 

Bowen et al. (1998) analizaron la filogeografía global de la especie, y detectaron cuatro 

linajes fuertemente diferenciados: el del sureste de India, el del Océano Índico, el del Atlántico y 

el del Pacífico del Este. 

Shanker et al. (2004) analizaron la filogeografía en el sureste de India. Los autores 

confirmaron que las colonias de esta región forman una población panmíctica, concluyendo que 

sería la más grande a nivel global, con casi medio millón de tortugas. 

López-Castro y Rocha-Olivares (2005) analizaron la estructura genética en las colonias 

del Pacífico Oriental. Pese a que el primer estudio señaló a las colonias de esta región como una 

población panmíctica, los autores detectaron una estructuración leve que atribuyeron a la 

inclusión de colonias de Baja California Sur en sus análisis. Se concluyó que las colonias de Baja 
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California Sur empiezan a diverger de las demás, lo que concuerda con diferencias etológicas y 

morfológicas reportadas en las hembras de dicha zona con respecto a las del resto del Pacífico 

Oriental. 

 

2. 4. 5. Dermochelys coriacea  

 

En el caso de la tortuga laúd, su estructura genética ha sido estudiada en distintas escalas 

geográficas mediante marcadores de tipo mitocondrial y nuclear. Entre los mitocondriales, se ha 

analizado la secuencia nucleotídica de la región de control y los resultados se encuentran en dos 

artículos científicos y una memoria de congreso. Entre los marcadores nucleares, se han 

analizado distintos loci microsatelitales y los resultados aparecen en un reporte técnico, y en una 

tesis que no había sido defendida al momento de redactar este documento. 

Dutton et al. (1999) determinaron la filogeografía global de la especie mediante ADNmt. 

Se detectaron once haplotipos, y se evidenció una fuerte diferenciación interoceánica. Asimismo, 

se detectó una estructuración significativa pero menos intensa dentro de cada cuenca oceánica. 

Estos resultados apoyan la teoría de filopatria para la especie. Sin embargo, algunas colonias 

próximas no fueron distinguibles (e.g. México y Costa Rica en el Pacífico), por lo que se concluyó 

que el grado de filopatria es menos preciso para la laúd que en otras especies de tortugas 

marinas. Los autores atribuyeron la falta de diferenciación genética entre dichas colonias al bajo 

polimorfismo detectado, y a la tasa de mutación de la región de control, la cual no permitiría 

detectar estructuración reciente. Por ello, recomendaron complementar los resultados de ADNmt 

con los de ADNn, como los microsatélites nucleares. En este contexto, Dutton (1996b) comparó 

la resolución proporcionada por la región de control del ADNmt y por microsatélites nucleres, y 

señaló a éstos como marcadores que pueden ayudar a revelar patrones de flujo génico 

contemporáneo, que no hayan podido ser detectados con ADNmt. 

Dutton et al. (2007) analizaron también la región de control, pero se enfocaron en 

colonias de las Islas Salomón, Papúa Nueva Guinea, e Indonesia en el Pacífico Occidental. No 
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se detectaron diferencias significativas entre las frecuencias de los seis haplotipos reportados 

para esta zona, lo que sugirió que estas colonias forman un solo stock genético. 

La estructura genética de la especie dentro de la cuenca del Atlántico es discutida en un 

reporte técnico (Turtle Expert Working Group, 2007). Este documento reconoce siete stocks 

genéticos con base en datos mitocondriales así como de 14 loci microsatelitales nucleares, la 

mayoría de estos específicos para la especie. Dichos loci representan una útil herramienta para 

análisis de estructura genética en la tortuga laúd, sin embargo la secuencia de los iniciadores 

que se usaron para amplificarlos no fue declarada en el reporte. 

En un documento de tesis aún no defendido, Barragán (com. pers.) estudió las playas 

índice de México mediante dos de los loci microsatelitales nucleares analizados en el Atlántico. 

El estudio detectó un polimorfismo de 5 y 2 alelos para dichos loci, sin evidencias de una 

estructura significativa. Sin embargo, la confiabilidad de estos resultados se vería comprometida 

por el bajo número de loci analizados y por su bajo polimorfismo. 

Además de los loci caracterizados con iniciadores específicos para laúd, otros autores 

han mostrado la posibilidad de amplificar loci microsatelitales nucleares de esta especie, 

mediante el uso de iniciadores desarrollados para tortugas golfinas (Aggarwal et al., 2004). 

Dichos autores intentaron amplificar seis de tales loci heterólogos, y tuvieron éxito en cuatro 

casos. Dos de estos loci mostraron polimorfismo, y el pequeño tamaño de muestra analizado 

(N=6) sugiere que la proporción de loci polimórficos podría ser mayor. Estos resultados indicaron 

que la amplificación de dichos loci microsatelitales es posible para la especie, y que por lo tanto 

podrían ser útiles en un análisis de estructura genética. 

 

 

2. 5. Justificación 

 

En las últimas décadas el número de anidaciones de laúd en México ha disminuído 

drásticamente como consecuencia del saqueo de huevos así como de la mortalidad de adultos 

por pesca. En la actualidad, cerca de la mitad de las anidaciones se concentra en cuatro playas 

20 
 



que abarcan los estados de Michoacán, Guerrero y Oaxaca. Frente a la problemática de la 

especie en el Pacífico tropical mexicano, y con el fin de caracterizar eficazmente las principales 

colonias anidadoras de la región, es necesario conocer su estructura poblacional. 

La distinción de poblaciones se ha facilitado con análisis de estructura genética, más 

rápidos, confiables y menos onerosos que el método de marcaje y recaptura. Entre los 

marcadores moleculares disponibles para analizar la estructura genética de tortugas laúd, los 

microsatélites nucleares presentan ventajas que incluyen una mayor capacidad para: detectar 

diferencias en escalas geográficas reducidas y en tiempos evolutivos recientes, evaluar los 

movimientos de ambos sexos, estimar estadísticos poblacionales como la heterocigosidad y los 

índices de fijación. 

Una investigación basada en la región de control del ADNmt fue incapaz de diferenciar 

colonias cercanas geográficamente, lo cual puede ser atribuído a la baja resolución que presenta 

el marcador para distinguir flujo génico reciente. Un estudio no publicado intentó determinar la 

estructuración de la especie en el Pacífico mexicano mediante el análisis de dos loci 

microsatelitales nucleares. Sin embargo, su robustez es cuestionable debido al bajo número de 

loci analizados. Frente a esta situación, existen loci microsatelitales nucleares caracterizados en 

golfina que presentan potencial para análisis de estructura en laúd. El grupo de investigación en 

Genética Molecular de la Universidad del Mar ha venido realizando estudios en tortugas marinas. 

Este grupo cuenta con la experiencia, infraestructura y materiales necesarios para analizar la 

estructura genética de la laúd en México, incluyendo los iniciadores desarrollados en golfina y un 

lote de muestras de sangre de laúd colectadas en las principales colonias anidadoras. 

Por lo anterior, esta tesis pretende realizar un análisis de estructura genética de la 

tortuga laúd en el Pacífico mexicano, que abarque las principales playas de anidación de este 

litoral y que esté basado en el empleo de un número considerable de loci microsatelitales 

nucleares. La realización de este trabajo contribuiría a ampliar los conocimientos sobre las 

poblaciones de esta especie en el país, y permitiría apoyar con argumentos científicos las 

estrategias para su conservación. 
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3. HIPÓTESIS 

 

1. En pruebas preliminares, el uso de iniciadores de PCR específicos para el genoma de tortuga 

golfina permitió la amplificación de loci microsatelitales nucleares en laúd. En dichas pruebas se 

analizaron números reducidos de individuos, lográndose amplificar cuatro loci y detectándose 

polimorfismo en dos de éstos. Si en esta tesis se analizan números mayores de individuos con 

los iniciadores mencionados, entonces la similitud entre el genoma de la golfina y la laúd, así 

como la naturaleza altamente polimórfica del ADN microsatelital, permitirán amplificar un mayor 

número de loci y revelar polimorfismos en la mayoría de ellos. 

 

2. Un análisis filogeográfico global de la laúd basado en ADNmt reveló un esquema de 

diferenciación genética que sugiere la ocurrencia de filopatria en la especie. Sin embargo, no se 

pudieron diferenciar colonias cercanas como las de México y Costa Rica, lo cual puede atribuirse 

al bajo polimorfismo detectado y la baja capacidad de este marcador para revelar estructuración 

reciente. Si la detección fina de estructura genética con ADNmt es limitada, y la especie presenta 

comportamiento filopátrico moderado, entonces el uso de microsatélites nucleares como sistema 

de marcadores en el Pacífico mexicano permitirá revelar la existencia de estructura en esta 

región. 

 

3. La tortuga laúd es una especie considerada como altamente migratoria y en general 

moderadamente filopátrica. Se ha considerado que el grado de filopatria en la especie es más 

moderado que el detectado en otras especies de tortugas marinas. Si la laúd es una especie 

moderadamente filopátrica, entonces el flujo genético que esté ocurriendo entre las colonias 

anidadoras del Pacífico mexicano deberá reflejarse en un esquema de estructura que muestre 

una correlación positiva entre la distancia que las separa y su grado de diferenciación. 
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4. OBJETIVOS 

 

4. 1. Objetivo principal 

 

Determinar la estructura genética de la tortuga laúd en el Pacífico tropical mexicano con base en 

la variación de microsatélites nucleares. 

 

 

4. 2. Objetivos particulares 

 

1. Generar un banco de extractos de ADN total a partir de muestras de sangre colectadas 

en las playas índice. 

 

2. Implementar condiciones de amplificación para los loci OR-1, OR-2, OR-4, OR-7 y OR-8. 

 

3. Caracterizar la variabilidad genética de los loci estudiados. 

 

4. Determinar la estructura genética en el área de estudio. 
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5. METODOLOGÍA 

 

5. 1. Material biológico y extracción de ADN

 

Los análisis se realizaron con un banco de muestras de sangre de laúd, las cuales fueron 

colectadas por personal de campamentos localizados en las playas de estudio. Dichas colectas 

formaron parte de un programa de conservación coordinado por la Asociación Kutzari, y fueron 

proporcionadas por la Biól. Ana Barragán. Las muestras se colectaron durante la temporada de 

anidación 1997-1998 en cinco playas del Pacífico tropical mexicano (fig. 1). Las playas de 

Mexiquillo (Michoacán), Tierra Colorada (Guerrero), Cahuitán (Oaxaca) y Barra de la Cruz 

(Oaxaca) corresponden a las playas índice, mientras que la de Chacahua es considerada playa 

secundaria por presentar densidades importantes de nidos pero en menor cantidad que en las 

índice (Sarti, 2004). 

 
 

Fig. 1. Ubicación geográfica de las playas de estudio.  
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La colecta se realizó siguiendo el método recomendado por Dutton (1996a) para esta 

especie: durante la oviposición, se introdujo una aguja en el área dorsal de una aleta posterior, a 

5 cm del borde del caparazón, colectando entre 1 y 2 mL de sangre. Las muestras se 

preservaron en una solución amortiguadora lítica (100 mM Tris a pH 8, 100 mM EDTA, 10 mM de 

NaCl y 0,5 % de SDS) en una proporción de sangre:amortiguador de 1:10. Desde el momento de 

su colecta, las muestras sufrieron congelaciones y descongelaciones sucesivas. Al momento de 

recibirlas fueron transferidas a un ultracongelador (- 40 °C) para su ulterior análisis. El número de 

muestras fue: Barra de la Cruz, 14; Cahuitán, 16; Chacahua, 17; Tierra Colorada, 20; Mexiquillo, 

22. 

El ADN fue extraído con mezclas de fenol-cloroformo siguiendo un método estándar 

(Hillis et al., 1990). La calidad de los extractos se evaluó sometiéndolos a electroforesis para 

revelar la cantidad y el grado de fragmentación del ADN. La electroforesis se realizó en geles de 

agarosa al 1%. El ADN se visualizó con bromuro de etidio (BET) bajo luz UV. 

 

 

5. 2. Análisis microsatelital

5. 2. 1. Amplificación por PCR
 

El ADN total fue sometido a amplificación por PCR utilizando iniciadores para los loci 

microsatelitales nucleares OR-1, OR-2, OR-4, OR-7 y OR-8, los cuales fueron desarrollados a 

partir de tortuga golfina y publicados por Aggarwal et al. (2004). Las secuencias de dichos 

iniciadores se muestran en la tabla I. 

Para implementar la amplificación de los loci de interés, se probaron como referencia las 

condiciones usadas por Pérez (2007) con ADN de tortuga golfina. El volumen de reacción fue de 

20 µL que contuvo 2,5 mM de MgCl2,  0,1 mM de dNTPs, amortiguador 1X, 1 U de Taq 

polimerasa, y las concentraciones de iniciadores que se indican en la Tabla I. El perfil de 

temperatura fue de una desnaturalización inicial a 94 °C por 3,5 min, seguido de 30 ciclos de 

desnaturalización a 94 °C por 1 min, hibridación a 61 °C por 1 min y extensión a 72 °C por 1 min, 
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y finalm

Concentración 

ente una extensión a 72 °C por 4 min. En función de los resultados de amplificación, 

estas condiciones fueron modificadas para probar variaciones en la concentración de magnesio, 

y/o en las temperaturas de alineamiento. 

 

Tabla I. Secuencias de los iniciadores y concentraciones en las que se usaron. 

Locus Iniciador (5'-3') (ng/µL) 
F: CCCCTTGTGTTCTGAAATCCTATGA 25 OR-1 
R: CAGGCATAGGGAAAAATCAGAGGTA 36 
F: GCTCCTGCATCACTATTTCCTGTT 20 OR-2 
R: TGCTGCCCCCACACCCTCTG 12 
F: AGGCACACTAACAGAGAACTTGG 23 OR-4 
R: GGGACCCTAAAATACCACAAGACA 31 

R: TCAGGATTAGCCAACAAGAGCAAAA 18 

OR-8 

F: GGGTTAGATATAGGAGGTGCTTGATGT 35 OR-7 

F: GCACTGGTGGGAAAATATTGTTGT 31 
R: GCTGGGCTAATAAAATGTTGTGCA 36 

 

5. 2. 2. Electroforesis y visualización de ADN
 

Los amplicones fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% y tinción con 

cionales, las muestras que dieron amplificación positiva se 

sometier crilamida al 4,8% bajo condiciones desnaturalizantes, 

 tinción con nitrato de plata según Creste et al. (2001). La longitud de los geles de poliacrilamida 

5. 3. A

BET. Para los análisis pobla

on a electroforesis en gel de polia

y

fue de 50 cm, y el tiempo de separación para cada locus se determinó de manera que se 

maximizara la resolución de sus alelos. 

 

 

nálisis estadístico

5. 3. 1. Caracterización de la variación

 

Los loci que presentaron patrones de bandeo polimórficos fueron caracterizados con base en los 

siguientes criterios: 1) número de alelos; 2) tamaño de los alelos; 3) frecuencias de los alelos; 4) 

heterocigosidades observada y esperada. Un locus se consideró polimórfico si su alelo más 
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común presentó una frecuencia inferior o igual a 0,95. El programa Excel v. 2000 fue usado para 

estimar los tamaños de los alelos mediante análisis de regresión, así como para calcular las 

frecuencias de éstos. El programa Arlequin 3.11 (Excoffier et al., 2005) se usó para calcular las 

eterocigosidades observada y esperada, y para estimar las frecuencias de alelos nulos. 

5. álisis de estruc

h

 

3. 2. An tura genética

5. 3. 2. 1. Informatividad de los loci 

 

La indepen  de  evaluada medi  la prueba de 

desequilibr  lig rama Arleq 3.11 (Excoffier 

et al., 2005 tod

dencia  la información aportada por los loci fue ante

io en el amiento. Esta prueba fue realizada con el prog uin 

) entre os los pares posibles de loci. 

 

5. 3. 2. 2. Equilibrio Hardy-Weinberg

 

La prueba del equilibrio de Hardy-Weinberg fue realizada por locus a nivel global y local 

mediante el programa Arlequin 3.11 (Excoffier et al., 2005). Esta prueba es análoga a la prueba 

exacta de Fischer, y se basa en el método de cadena de Markov. Se utilizaron 1 000 etapas de 

desmemorización iniciales y 100 000 etapas en la cadena. 

 

5. 3. 2. 3. Índices de fijación y generación del cladograma 

 los índices de subdivisión poblacional FST, y su nivel de significancia, entre pares 

rama Arlequin 3.11 (Excoffier et al., 2005). Los valores de FST se 

usaron olds mediante el mismo programa. Dichas 

istancias fueron empleadas para construir cladogramas mediante el programa PHYLIP 3.66 

 

Se calcularon

de colonias mediante el prog

para generar matrices de distancias de Reyn

d

(Felsenstein, 2004), usando el algoritmo de unión al vecino. Éste crea nodos entre grupos 

cercanos genéticamente y calcula las distancias entre nodos y grupos.
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                                             6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

6. 1. Extracción de ADN

 

De los 89 extractos, 48 presentaron ADN total sin fragmentación apreciable, 36 con degradación 

severa estado de calidad. Las muestras con 

ADN parcialme  ADN no fragmentado para los análisis 

ubsecuentes, ya que todas presentaron ADN en cantidad variable, por lo que el tamaño de 

ión parcial; B, degradación severa; C, 
n fragmentación apreciable.  
 

 
abla II. Cantidad de muestras de sangre, y de extractos de ADN útiles, por localidad. 

 

y 5 parcial. La figura 2 muestra ejemplos de cada 

nte degradado fueron incluídas con las de

s

muestra final fue de 53. La eficiencia de la extracción se muestra en la tabla II. 

 
 

Fig. 2. Estados de calidad del ADN extraído. A, fragmentac
ADN si

 

T

Localidad Sangre ADN 

Mexiquillo 22  16 

Tierra Colorada 20 7 

89 53 

Cahuitán 16  15 

Chacahua 17 6 

Barra de la Cruz 14  9 

TOTAL 

 

A A BB  CC  
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La degradación del ADN en 40% de las muestras estuvo muy probablemente 

lacionada con la coagulación, pues se observó que los 36 extractos con ADN degradado 

estras que presentaban signos visibles de coagulación. Por lo tanto, 

s recomendable prestar especial atención al uso de jeringas cuyas paredes y agujas hayan sido 

6. 2. Implementación de los análisis de ADN microsatelital

re

provinieron de las únicas mu

e

debidamente tratadas con anticoagulante (Owens, 2000). Otra posible fuente de fragmentación 

fueron los ciclos de congelación-descongelación, que han sido reportados como causa de 

degradación de ADN en esperma (Fraser y Strzezek, 2005) e hígado (Yamazaki et al., 1996). 

 

 

6. 2. 1. Amplificación por PCR 

6. 2. 1. 1. Evaluación de temperaturas de hibridación 

 

Los fragmentos que se generaron con las condiciones de amplificación descritas por Pérez 

(2007), para los cinco loci analizados, se presentan en la figura 4. El ADN de golfina que se 

analizó como control positivo, mostró que esta prueba fue exitosa en cuanto a que permitió 

reproducir amplicones dentro del rango de tamaños reportado por dicho autor. Para el ADN de 

ervalo aproximado de 150 a 300 pb; OR-2 presentó, 

adicionalmente, un fragmento evidente de aproximadamente 1 kb. Si se comparan estos 

aúd, se 

observa que coinciden en plificación e pa n el rango de tamaño 

de los fragmentos que s on de maner nue. U consistencia sería que ellos 

reportaron ausencia de a OR-4; e ría explicarse si las condiciones de 

amplificación fueran particularm eficientes para ocus, l  cual haría que la cantidad de 

amplicones que genere es s límite  detecci  

 

laúd, solamente OR-1 no amplificó fragmentos detectables; los demás loci amplificaron 

fragmen os tenues dentro del intt

resultados con los reportados por Aggarwal et al. (2004) para los mismos loci en tortuga l

la falta de am detectabl ra OR-1 y e

e amplificar a te na in

mplicones para sto pod

ente in  este l o

tuviera cerca de lo s de ón.
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A B C D E A

150

ig. 3. Productos de PCR para los distintos loci, en una muestra de laúd (L) y una de golfina (G). 
A, OR-1; B, OR-2; C, OR-4; D, OR-7; y E, OR-8. 

 

 

La tem ecificidad en una 

CR (Scharf, 1995; Hoelzel y Green, 1998). Por esta razón, y en virtud de que los fragmentos 

 

Fig. 4. Efecto de reducir la temperatura de hibridación, sobre los patrones de bandeo de los loci 
evaluados. A, OR-1; B, OR-2; C, OR-4; D, OR-7; y E, OR-8. 

1000

300

 

F

 

 

peratura de hibridación es directamente proporcional a la esp

P

con tamaños esperados se amplificaron de manera muy tenue, se decidió probar temperaturas 

de alineamiento menores en las amplificaciones. La figura 5 muestra los patrones de bandeo de 

los cinco loci para esta prueba. Se encontró que al disminuir la temperatura, la intensidad de 

todas las bandas aumentó y éstas se detectaron en una forma más nítida. Además, para OR-2 

se logró generar amplicones dentro del rango de tamaños esperado. Con base en esto, se eligió 

la temperatura de 59 °C para las amplificaciones. 

 

 

61 °C 60,5 °C 60 °C 

59,5 °C 59 °C 

A B C D E A B C D E A B C D E 

A B C D E A B C D E
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6. 2. 1. 2. Evaluación de concentraciones de magnesio 

 

Excepto por el amplicón intenso observado con OR-2, el rango de tamaños de los demás 

amplicones fue similar al observado por Aggarwal et al. (2004) para los mismos loci 

(aproximadamente 140 a 200 pb), y abarca tamaños pequeños. Durante la PCR de amplicones 

con tamaños variables, la amplificación de los fragmentos pequeños se ve favorecida al disminuir 

la concentración de Mg+2 (Roux, 1995). Con el fin de determinar si disminuciones en la 

s patrones de bandeo generados por la concentración que se venía usando (2,5 mM), y por 

tres concentraciones menores (fig. 5). 

En el caso de OR-2 y OR-4, se observó que la intensidad de todos los amplicones 

disminu

 

Fig. 5. Efecto de reducir la ción de re los p bandeo de tres loci. La 
concentración de Mg+2 e e ca  izqu ha, 2,5 mM, 2,17 mM, 
1,83 mM y 1,5 mM. E, e
 

6. 2. 2. Evaluación de tiempos de electroforesis 

concentración en Mg+2 mejoraban la visualización de los amplicones de interés, se compararon 

lo

yó al disminuir la concentración de Mg+2. Las disminuciones en la concentración de Mg+2 

no afectaron al patrón de bandeo de OR-8. Con base en esto, y a fin de no disminuir la eficiencia 

de amplificación de los fragmentos de interés en OR-2 y OR-4, se decidió mantener la 

concentración de Mg+2 en 2,5 mM para todos los loci. 

E OR-2 OR-4pb 

1000 

300 
150 

OR-8 

 Mg+2, sob
rriles es, d

atrones de 
rda a de

concentra
cada serie dn 

sca
e ie rec

lera. 

 

 

Los amplicones fueron s lectro les de poliacrilamida, evaluando tiempos 

de separación de 6,5 h, 4,5 h y 3,5 h (fig. 6). En 6,5 h, los fragmentos correspondientes al 

intervalo de tamaños de interés quedaron fuer  del gel, y los fragmentos que permanecieron 

ometidos a e foresis en ge

a
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dentro carecieron de las llamadas “bandas de tartamudeo”, que son típicas del ADN 

microsatelital (Dean y Milligan, 1998); estas bandas son causadas por un artefacto inherente de 

la PCR: fragmentos parcialmente amplificados actúan como iniciadores, por lo que al final de la 

PCR se han amplificado fragmentos de tamaños distintos al del alelo real (Schlötterer, 1998). En 

4,5 h, OR-2, OR-7 y OR-8 mostraron fragmentos dentro del intervalo de tamaños esperado, los 

cuales presentaron además bandas de tartamudeo; OR-1 mostró una banda, pero esta apareció 

en el límite del gel y no se pudo determinar si presentaba bandas de tartamudeo; los fragmentos 

de interés para OR-4 no quedaron dentro del gel. En 3,5 h sí se pudieron apreciar las bandas 

faltantes para OR-1 y OR-4, estas últimas aparecieron asociadas a bandas de tartamudeo. Con 

base en estos resultados, y con el propósito de maximizar la resolución de los patrones de 

bandeo sin correr el riesgo de perder fragmentos, se eligieron los siguientes tiempos de 

separación para los análisis poblacionales: 3,5 h para OR-2, OR-7 y OR-8; 3 h para  OR-1; y 2,5 

h para OR-4. 
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Fig. 6. Patrones de bandeo en geles de poliacrilamida para los loci analizados, a tres tiempos de 
separación. 
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6. 3. Caracterización de la variación

 

Los patrones de bandeo obtenidos con los cinco pares de iniciadores se ejemplifican en la figura 

7. Todos los pares, excepto el correspondiente a OR-1, generaron patrones de bandeo 

polimórficos. Todas las bandas polimórficas estuvieron asociadas a bandas de tartamudeo, lo 

cual sugiere que consisten de ADN microsatelital. La variación detectada, en términos de número 

y tamaño de alelos, se presenta en la tabla III. Ésta muestra también lo reportado por Aggarwal 

et al. (2004) en relación con el análisis de los mismos iniciadores en laúd. Dicho análisis fue 

preliminar y su objetivo principal fue determinar si los iniciadores podrían ser útiles para estudios 

genéticos en la especie. 

 

uestra fue de seis. El mayor polimorfismo 

detectado en esta tesis probablemente se deba a que se analizaron tamaños de muestra mucho 

mayores. 

 Los tamaños de los amplicones observados en esta tesis fueron muy similares a los 

de s por Aggarwal et al. (2004). Estos autores no mostraron sus patrones de bandeo, y en el 

ca  OR-8 reportaron la amplificación de un solo locus con seis alelos. En esta tesis, el

En conjunto, estos loci contuvieron solo una banda más que las reportadas por los 

autores  a los tamaños de las bandas, 

ugieren que el locus descrito por Aggarwal et al. (2004) como OR-8 puede tratarse del mismo 

En esta tesis se amplificaron seis loci, cinco de los cuales fueron polimórficos, con un 

promedio de 3,66 alelos por locus; el tamaño de muestra varió ya que no siempre se logró 

amplificación en los cinco extractos con ADN parcialmente degradado, pero nunca fue menor a 

48. Aggarwal et al. (2004) reportaron haber amplificado tres loci, dos de ellos polimórficos, con 

un promedio de 3,33 alelos por locus; su tamaño de m

scrito

so de  par 

de iniciadores para este locus amplificó dos grupos de bandas con polimorfismos alélicos 

independientes. Estos grupos de bandas serán referidos en lo sucesivo como los loci OR-8/LB1 

y OR-8/LB2. 

 referidos para OR-8. Esta similitud, y la correspondiente

s

par de loci amplificado en esta tesis. 
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Fig. 7. Patrones de bandeo para los loci amplificados. 
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Tabla III. Número de alelos y tamaños respectivos en los loci analizados. 
 

Aggarwal et al. (2004) Esta tesis 
Locus Tamaño de  Tamaño de 

muestra NA Tamaños (pb) muestra NA Tamaños (pb) 

OR-1 6 s/a -----  53 1 131 
       
OR-2 6 3 172-180 52 5 170, 174, 176, 178, 

180 
OR-4 6 s/a ----- 48 7 85, 99, 103, 109, 

115, 120, 127 
OR-7 6 1 204  49 2 201, 205 
        
OR-8* 6 6 164-192 52/52 4/3 193, 195, 199, 

203/164, 166, 168 
 
NA, número de alelos; s/a, sin amplificación; *para esta tesis, se reportan datos para OR-8/LB1 y 
OR-8/LB2, respectivamen

 
te. 

sidad esperada varió entre 0,362 (Mexiquillo) y 0,590 (Barra de la Cruz). 

yores en aproximadamente 70 a 80%. 

Las disminuciones poblacionales severas, conocidas como cuellos de botella, causan 

érdidas de diversidad genética (Frankham et al., 2002) y pueden dar lugar a disminuciones 

Los resultados de los análisis de heterocigosidad se presentan en la tabla IV. 

Considerando todos los loci y localidades, la heterocigosidad observada promedio fue de 0,448, 

con un intervalo de valores amplio, siendo el mínimo de 0,163 (OR-7) y el máximo de 0,729 (OR-

4); la heterocigosidad esperada promedio fue de 0,479, también con un intervalo amplio, siendo 

el mínimo de 0,217 (OR-7) y el máximo de 0,748 (OR-2). Considerando el promedio de los loci, 

la heterocigosidad observada varió entre 0,240 (Chacahua) y 0,576 (Tierra Colorada); la 

heterocigo

Lo anterior representa el primer reporte sobre heterocigosidad para tortuga laúd. En este 

contexto, existen tres reportes sobre cálculo de heterocigosidad en tortugas marinas. En tortuga 

golfina, Aggarwal et al. (2004) analizaron cinco loci y reportaron promedios observado y 

esperado de 0,797 y 0,848, respectivamente. En tortuga caguama, Bowen et al. (2005) 

estudiaron cinco loci y estimaron promedios observado y esperado de 0,774 y 0,800, 

respectivamente. En tortuga verde, Roberts et al. (2004) estudiaron cuatro loci y calcularon un 

promedio observado de 0,748, sin reportar el esperado. Al comparar estos datos con los 

generados en esta tesis, resalta que los valores de heterocigosidad observada promedio en otras 

especies de tortugas marinas son ma

p
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importantes en heterocigosidad (Hartl y Clark, 1997). La menor heterocigosidad que se detectó 

n laúd coincide con su menor diversidad en secuencias de la región de control del ADNmt, con 

specto a la de otras especies de tortugas marinas, según lo observado por Dutton et al. (1999). 

Los autores explicaron este bajo polimorfismo mitocondrial como efecto de una disminución 

importante en las poblaciones de laúd durante las glaciaciones del Pleistoceno, hace menos de 

un millón de años. Según ellos, la laúd habría sido más vulnerable a las glaciaciones debido a 

que su temperatura límite para producción de hembras es más alta que la de otras especies de 

tortugas marinas; las bajas temperaturas del Pleistoceno pudieron causar un mayor efecto de 

masculinización y por lo tanto una mayor sensibilidad a la desaparición de poblaciones. Un 

ejemplo bien documentado de correlación entre un cuello de botella, y disminuciones drásticas 

en heterocigosidad y diversidad genética nuclear y mitocondrial, es el del elefante marino del 

norte Mirounga angustrirostris (Avise, 1994). En el caso de la laúd, sus posibles reducciones 

poblacionales durante el Pleistoceno explicarían su baja heterocigosidad y variación 

mitocondrial. 

 

Tabla IV. Heterocigosidades para los distintos loci y localidades. HO, heterocigosidad observada; 
HE, heterocigosidad esperada. 
 

Localidad 

e

re

Locus Barra de 
la Cruz  Chacahua Cahuitán Tierra 

Colorada Mexiquillo  
Global 

OR-2 
   HO
   HE

0,444 
0,699 

0,200 
0,695 

0,800 
0,726 

0,714 
0,738 

0,688 
0,745 

0,627 
0,749 

OR-4 
   HO
   HE

0,667 
0,582 

0,500 
0,633 

0,800 
0,679 

0,833 
0,638 

0,714 
0,614 

0,729 
0,643 

OR-7 
   HO
   HE

0,111 
0,425 

0,000 
0,000 

 
0,400 
0,324 

0,167 
0,156 

0,000 
0,000 

0,163 
0,217 

OR-8/LB1 
   HO
   HE

0,222 
0,673 

0,500 
0,652 

0,600 
0,546 

0,667 
0,496 

0,500 
0,391 

0,500 
0,561 

OR-8/LB2 
   HO
   HE

0
0,569 0,000 0,126 0,383 

3 
0,061 

0,212 
0,225 

Promedio 
   HO
   HE

0,400 
0,590 

0,240 
0,396 

0,547 
0,480 

0,576 
0,482 

0,393 
0,362 

0,446 
0,479 

,556 0,000 0,133 0,500 0,06
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6. 4. Análisis de estructura genética

6. 4. 1. Informatividad de los loci 

 

La confiabilidad d análisis de est ctura basado en loci micr atelitales depende de la 

relación entre el grado de polimorfismo de éstos y los tamaños de mue por localidad: entre 

más polimórfico sea un locus, mayor debe de ser el número de muestr r toda la 

variabilid Con e criterio, Dutton (1996b) ca icó a loci micros con menos de 

ocho  como apropiados para a oblacionale ndo t n 

nco loci pueden considerarse como adecuados para análisis 

de estru

 diferentes al 

azar. P

e un ru os

stra 

as para detecta

ad. ste lif lo  s atelitales 

 alelos nálisis p s cua los amaños de muestra so

pequeños (n<20). Dado que en esta tesis el número máximo de alelos por locus fue de siete y de 

muestra  por localidad de 16, los cis

ctura. 

 La independencia de la información aportada por cada locus fue evaluada mediante la 

prueba de desequilibrio en el ligamiento, detectándose desequilibrio en pares que incluyeron a 

OR-7 así como en el par OR-8/LB1 - OR-8/LB2. El nombre de esta prueba hace alusión al 

concepto de ligamiento que, en un sentido genético estricto, implica que los loci analizados estén 

localizados en el mismo cromosoma. Sin embargo, lo que hace el programa usado para la 

prueba es evaluar si la coaparición de alelos específicos puede atribuirse a causas

or lo tanto, la detección de desequilibrio entre pares de loci no necesariamente implica 

que éstos estén físicamente ligados. Los desequilibrios detectados podrían indicar redundancia 

en la informatividad de los loci que se detectaron como “ligados”. Sin embargo, con el fin de 

evitar el riesgo de excluir información útil, se decidió considerar todos los loci para los análisis 

subsecuentes. 

 

6. 4. 2. Equilibrio Hardy-Weinberg

 

De manera global, dos de los cinco loci se desviaron significativamente del equilibrio Hardy-

Weinberg (EHW) (tabla V). 
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Tabla V. Valores de P asociados a las pruebas de equilibrio Hardy-Weinberg. 

Locus BC CH CA TC MX Global 
 

OR-2 0,15082 0,00002* 0,00004* 0,00017* 0,00000* 0,00001* 
OR-4 1,00000 0,43338 0,00000* 0,00535* 0,00001* 0,93616  

OR-8/LB2 0,19209 - 1,00000 0,27189 1,00000 0,02677* 

OR-7 0,05928 - 0,16972 1,00000 - 0,13072 
OR-8/LB1 0,01214* 0,05239 0,00776* 0,16895 0,01824* 0,08955 

 

* Valor significativo con respecto al valor límite de 0,05. 

  

Para OR-8/LB2, la desviación del EHW a nivel global fue causada por un déficit en 

heterocigotos (tabla IV), pero localmente el locus estuvo en equilibrio. Este patrón es consistente 

con el efecto Wahlund, descrito teóricamente por Hartl y Clark (1997), y que ocurre en un 

escenario de estructuración genética. Dicho efecto se da cuando un grupo de poblaciones 

independientes son analizadas como si fueran una sola, y causa que la heterocigosidad 

observada dis

BC, Barra de la Cruz; CH, Chacahua; CA, Cahuitán; TC, Tierra Colorada; MX, Mexiquillo. 

- Prueba no realizada debido a que la población resultó monomórfica para el locus. 

minuya. Esto se debe a que los apareamientos se dan al azar dentro de cada 

oblación, pero no entre organismos de poblaciones distintas; éstas difieren en sus frecuencias 

esequilibrio a nivel global. El efecto Wahlund ha sido atribuído como posible causa de 

desv globales del EHW al analiz satelitales en poblaciones n  de 

trucha (Narum et a orr ib heim et al., 

20 n el caso d d, la de n a n al d /LB2 p e un i o de 

est ción dentro del área de estudio. 

OR-2,  de las ocali de  del  en tr stos 

cas  razón fue oto bién l global el locus se  del 

EH n fue un déficit de heterocigotos. Este patrón no es totalmente consistente con el 

efe ahlund y p er expli r un seña r Schl (1998 s la 

exi  alelo . Su fre s p er est median s 

est e suponen la existencia de un solo alelo nulo, y que el locus está en EHW 

p

alélicas por lo que, al analizarlas como una sola, se observa un déficit en heterocigotos y así el 

d

iaciones ar loci micro aturales

l., 2006), z o plateado (Kitchen et al., 2005) y  t urón limón (Feld

01). E e la laú sviació ivel glob e OR-8 odría s ndicativ

ructura

Para  cuatro cinco l dades se sviaron EHW, y es de e

os la  un déficit de heterocig s. Tam  a nive  desvió

W, y la razó

cto W uede s cado po  factor lado po ötterer ), que e

stencia de s nulos cuencia en un locu uede s imada te prueba

adísticas qu
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(Kalinowski y Taper, 2006). Una prueba de este tipo estimó una frecuencia global de 0,08 para 

un alelo

La desviación global del EHW para dos de los cinco loci, con un déficit de heterocigotos 

 nulo en OR-2. 

en ambos casos, sugiere una estructuración muy leve dentro del área de estudio. 

 

6. 4. 3. Análisis de frecuencias alélicas

 

La prueba de alelos nulos permitió la estimación de la frecuencia de un alelo nulo para OR-2. 

Dicha prueba transformó los datos de genotipos del locus en datos de frecuencias alélicas, de 

manera que éstas (las del alelo nulo, y las de los alelos activos) se ajusten al EHW. En 

consecuencia, con el fin de poder comparar los datos de OR-2 con los de los demás loci 

nalizad

 alelo de 180 pb de OR-2, con frecuencias mínima y máxima de 19% y 30%, 

spectivamente; y el más marcado correspondió al alelo de 201 pb de OR-7, con frecuencias 

mínima te. Estos gradientes, detectados en 28,6% de los 

lelos, muestran una diferenciación genética relacionada con la distancia geográfica. 

a os en esta tesis, fue necesario transformar los datos de genotipos de todos los loci en 

datos de frecuencias alélicas. La figura 8 muestra las frecuencias alélicas globales y por colonia 

para los cinco loci. 

 Las frecuencias de varios alelos presentaron gradientes evidentes entre las playas más 

distantes: Mexiquillo, al norte; y Barra de la Cruz, al sur. Sin embargo, las frecuencias estimadas 

para Chacahua no se ajustaron a tales gradientes. Esto puede deberse a un sesgo por tamaño 

de muestra, que para esta playa fue el más pequeño de todos (n=6), y señala la importancia de 

tomar con reserva los resultados para esta localidad. Los gradientes se observaron en seis de 

los 21 alelos analizados, correspondientes a tres de los cinco loci estudiados: OR-2 (176 y 180 

pb), OR-7 (201 y 205 pb), y OR-8/LB1 (193 y 195 pb) (fig. 9). El gradiente menos marcado 

correspondió al

re

 y máxima de 0% y 72%, respectivamen

a
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Fig. 8. Frecuencias alélicas por colonia y globales.  
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Fig. 8. Continuación. 
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Fig. 9. Frecuencias alélicas que muestran gradientes relacionados con la distancia geográfica.. 
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6. 4. 4. Índices de fijación y cladograma

 

La tabla VI muestra la matriz de índices de fijación (FST) generada del análisis de las frecuencias 

alélicas de los cinco loci. Todos los valores de FST fueron significativos (P<0,0001), con un valor 

promedio de 0,014. Estas diferenciaciones bajas concuerdan con las estimaciones hechas para 

otras especies de tortugas marinas, mediante microsatélites nucleares. En caguama, Bowen et 

al. (2005) registraron un valor de FST promedio de 0,002 entre colonias del sureste de los 

Estados Unidos. En tortuga verde, Roberts et al. (2004) presentaron valores promedio de 0,024 

en el Indo-Pacífico y 0,038 en el Atlántico. Los valores calculados para ambas especies, así 

como los estimados en esta tesis para laúd en esta tesis, corresponden a diferenci nes 

genéticas “bajas”, calificativo que Conner y Hartl (2004) dan a valores de FST inferiores a 0,050. 

Según los autores, estos valores bajos sugieren niveles importantes de flujo génico. Este flujo 

podría deberse al comportamiento altamente migratorio de las tres especies, el cual es una 

característica etolólogica que comparten (Plotkin, 2003). 

 

Tabla VI. Matriz de FST generada del análisis de frecuencias alélicas. 
 

  BC CH CA TC MX 
BC 0  

acio

CH 0,03134 0  
CA 0,01430 0,00907 0  
TC 0,02343 0,00747 0,00425 0  
MX 0,03033 0,01047 0,00452 0,00717 0 

 

BC, Barra de la Cruz; CH, Chacahua; CA, Cahuitán; TC, Tierra Colorada; MX, Mexiquillo. 
 

 Los valores mínimo y máximo de FST fueron respectivamente de 0,00425 para Cahuitán-

Tierra Colorada y de 0,03134 para Barra de la Cruz-Chacahua. El primer par corresponde a las 

colonias más próximas geográficamente. El segundo par también corresponde a localidades 

vecinas, por lo que el alto valor de FST para este caso resultó inesperado y contradictorio. Como 

se mencionó en la subsección anterior, debido al bajo número de muestras analiza s para 

hacahua, es importante tomar con cautela los sultados asociados a esta localidad. Excepto 

por las comparaciones s presentaron valores 

da

C  re

pareadas que incluyen a Chacahua, todas las demá
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de FST que sugieren una correlación entre distancias geográficas y distancias genéticas, 

corroborando lo sugerido por los gradientes de la figura 9. Dicha correlación es alta (R²=0,83), y 

se muestra más evidentemente en la figura 10. 

 

Fig. 10. Correlación entre distancia geográfica y distancia genética. BC, Barra de la Cruz; CA, 
Cahuitán; TC, Tierra Colorada; MX, Mexiquillo.   

 

El cladograma (fig. 11) mostró a Mexiquillo y Barra de la Cruz como las colonias más 

distantes genéticamente, y a las demás, ex cahua, en una secuencia que 

correponde a su sucesión geográfica. La difere iación entre Barra de la Cruz y Mexiquillo fue 

constante en distintos cladogramas basados en menor cantidad de loci (Anexo), lo cual señala la 

robustez de dicha diferenciación. 
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Fig. 11. Cladograma basado en frecuencias alélicas utilizando el algoritmo de unión al vecino. 
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Varios resultados presentados y discutidos en la presente sección apoyan la segunda 

ipótesis de esta tesis, que planteó la existencia de estructura genética entre las principales 

nció estructura en la región (Barragán, 

om. pers.). Sin embargo, la resolución de dicho análisis pudo ser insuficiente pues estuvo 

izó las mismas muestras, 

empleando cinco loci de micro ites n res c  alelo perm idenciar estructura 

genética en la regió tas cion corroboran la mayor utilidad de lo

nucleares con respe l ADNmt par rizar jo génico contemporáneo en una escala 

geográfica fina, y señalan la i r d ntem te robustos. 

 explicarse por 

el modelo de aislamiento por distancia, el cual supone que los individuos de poblaciones 

cercanas presentan mayores semejanzas genéticas que las existentes con los de poblaciones 

más lejanas (Hartl y Clark, 1997). Pocos autores han demostrado dicho modelo en tortugas 

marinas. En tortuga caguama, Schroth et al. (1996), citado en Schierwater et al. (1997), 

detectaron con base en RAPDs una fuerte estructuración entre colonias del Mediterráneo 

separadas por 100 km, encontrando una correlación significativa entre la diferenciación genética 

y la distancia geográfica. En tortuga verde, Dethmers et al. (2006) también detectaron un 

h

colonias anidadoras de laúd del Pacífico tropical mexicano: dos de los cinco loci se desviaron 

significativamente del equilibrio Hardy-Weinberg a nivel global por un déficit de heterocigotos; 

seis de los 21 alelos analizados presentaron un gradiente en sus frecuencias relacionado con la 

distancia geográfica; todos los valores de FST fueron significativos; se encontró una correlación 

alta entre distancias geográficas y genéticas. 

En su análisis de filogeografía global en laúd basado en secuencias de la región control 

del ADNmt, Dutton et al. (1999) no detectaron diferencias entre colonias próximas 

geográficamente. Los autores recomendaron analizar regiones nucleares como los microsatélites 

para poder aclarar la genética de poblaciones y evolución de la especie. En este sentido, Dutton 

(1996b) señaló a los microsatélites nucleares como marcadores que pueden ayudar a revelar 

patrones de flujo contemporáneo no detectables con ADNmt. Un análisis posterior de 

microsatélites nucleares en el Pacífico mexicano no evide

c

basado en solamente dos loci con siete alelos. Esta tesis anal

satél uclea on 21 s, y itió ev

n. Es  compara es s microsatelitales 

cto a a caracte  flu

importanc a de gene ar resulta os suficie en

La correlación detectada entre distancias geográficas y genéticas podría
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aislamiento por distancia significativo entre poblaciones de Australasia. En ambos estudios, así 

como en otros donde se detectó estructura genética en tortugas marinas pero sin demostrar un 

aislamiento por distancia (Bowen et al., 1992; Bowen et al., 1994; Bass et al., 1996; Bowen et al., 

2005; Bourjéa et al., 2007), dicha estructuración ha sido explicada en términos idelidad al 

sitio de anidación. En tortuga laúd, Dutton et al. (1999) explicaron la falta de diferencias 

genéticas significativas entre colonias cercan r una filopatria menos precisa que la reportada 

para otras especies de tortugas marinas. Una filopatria “menos precisa” puede significar que las 

hembras presentan filopatria moderada, es decir que tengan una playa de anidación preferente y 

otras secundarias en las cercanías; o qu mayoría de las hembras presenten filopatria 

marcada, y el resto moderada a nula. El patrón de diferenciación estimado en esta tesis es 

acorde con una filop cisa para la laúd en la zona de estudio, aunque no permite 

revelar las causas de tal imprecisión. 

Los estudios de marcaje representan una herramienta útil para aclarar los resultados de 

esta tesis. La base de datos de marcaje más confiable abarca dos décadas, y fue recop ada por 

las colonias depende de la distancia que las separa, lo cual apoya los resultados de esta tesis. 

Sin em

ndo desde 1996 podrá esclarecer mejor los patrones de flujo 

génico detectados en la presente tesis. 

 
 

 de f

as po

e la 

atria poco pre

il

Sarti-Martínez et al. (2007). Estos autores afirman que el grado de intercambio de hembras entre 

bargo, los autores reconocen que muchos resultados de marcaje estarían subestimados 

por la muerte de adultos así como por la pérdida de marcas plásticas y metálicas. Fue hasta 

1996, año del descubrimiento de la cuarta playa índice (Cahuitán), que se estandarizó el método 

de marcaje con el uso de dispositivos para monitoreo remoto más confiables. El análisis de los 

datos que se han estado genera
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7. CONCLUSIONES 

 

1. Los cinco pares de iniciadores permitieron obtener amplicones. Todos los patrones de 

bandeo, excepto el obtenido con el par de iniciadores para OR-1, presentaron características 

de ADN microsatelital. 

2. Los iniciadores para OR-8 amplificaron un locus adicional respecto a lo reportado por 

otro grupo de investigación, posiblemente d

 

ebido a que dicho reporte se basó en 

obs

• 

ervaciones preliminares que pasaron por alto la amplificación simultánea de dos loci. 

3. Cinco de los seis loci amplificados fueron polimórficos, incluyendo a OR-7, que había 

sido reportado como momórfico en un número de individuos muy reducido. 

4. El nivel de polimorfismo exhibido por los cinco loci anteriores, puede considerarse 

apropiado para análisis poblacionales basados en los tamaños de muestra que se 

analizaron. 

5. Varias evidencias muestran una estructuración genética leve en las principales colonias 

anidadoras de laúd en el Pacífico tropical mexicano: 

• Dos de los cinco loci se desviaron significativamente del equilibrio Hardy-Weinberg a 

nivel global por un déficit en heterocigotos. 

• Las frecuencias de seis de los 21 alelos observados mostraron un gradiente relacionado 

con la ubicación geográfica de las colonias. 

• Las distancias geográficas y genéticas mostraron una correlación positiva alta. 

Todos los valores de los índices de fijación fueron significativos. 

6. El patrón de diferenciación genética revelado es consistente con el modelo de 

aislamiento por distancia, y podría estar reflejando una filopatria moderada en la zona de 

estudio. 
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9. ANEXO : PRUEBAS DE ROBUSTEZ 

 

9. 1. Análisis de los genotipos de OR-2, OR-4, OR-7, OR-8/LB1 y OR-8/LB2 

 

Matrices de Fst (mitad inferior) y de valores de P (mitad superior) 

0 0,06306 0,05405 0,46847 0,00000 
  BC CH CA TC MX 

BC 
CH 0,12500 0 0,00000 0,00000 0,00000 
CA 0,04533 0,07010 0 0,01802 0,00000 
TC -0,00528 0,08520 0,02383 0 0,00901 
MX 0,16255 0,11394 0,04171 0,07445 0 

 
BC, Barra de la Cruz; CH, Chacahua; CA, Cahuitán; TC, Tierra Colorada; MX, Mexiquillo. 

 

Cladograma 

 

 

9. 2. Análisis de las frecuencias alélicas de OR-2, OR-4, OR-7 y OR-8/LB1

 

Matrices de Fst (mitad inferior) y de valores de P (mitad superior) 

  BC CH CA TC MX 
BC 0 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 
CH 0,04950 0 0,00000 0,00000 0,00000 
CA 0,02228 0,01526 0 0,00000 0,00000 
TC 0,03560 0,01227 0,00455 0 0,00000 
MX 0,04680 0,01713 0,00720 0,00817 0 

 

BC, Barra de la Cruz; CH, Chacahua; CA, Cahuitán; TC, Tierra Colorada; MX, Mexiquillo. 
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Cladograma 

 

9. 3. Análisis de los genotipos de OR-2, OR-4, OR-7 y OR-8/LB1 

 

Matrices de Fst (mitad inferior) y de valores de P (mitad superior) 

  BC CH CA TC MX 
BC 0 0,13514 0,46847 0,35135 0,00000 
CH 0,07644 0 0,00901 0,05405 0,00000 
CA -0,00257 0,07407 0 0,62162 0,00000 
TC 0,00542 0,04406 -0,00519 0 0,00000 
MX 0,11403 0,11886 0,04414 0,03581 0 

 

BC, Barra de la Cruz; CH, Chacahua; CA, Cahuitán; TC, Tierra Colorada; MX, Mexiquillo. 

 

Cladograma 
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9. 4. Análisis de las fre LB1 y OR-8/LB2cuencias alélicas de OR-4, OR-7, OR-8/

 

  BC CH CA TC MX 

Matrices de Fst (mitad inferior) y de valores de P (mitad superior) 

BC 0 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 
CH 0,04563 0 0,00000 0,00000 0,00000 
CA 0,02147 0 4 0,0 0,00,0107 0 0000 000 
TC 0,03720 0 ,0,01227 ,00643 0 0 00000 
MX 0,01235 0 00,04413 ,00523 ,00874 0 

 

BC, Barra de uz; h ah , T r exiquillo. 

 

 la Cr CH, Chaca ua; CA, C uitán; TC ierra Colo ada; MX, M

Cladograma 

 

 

9. 5. Análisis de los genotipos de OR-4, OR-7, OR-8/LB1 y OR-8/LB2 

Matrices de Fst (mitad inferior) y de valores de P (mitad superior) 

BC 0, 2 0, 2 0,06306 0, 0 

 

 
  BC CH CA TC MX 

0 0180 0180 0000
CH 0,15348 0 0,00000 0,00000 0,00000 
CA 0,09086 0,10616 0 0,00901 0,00000 
TC 0,03782 0,13688 0,04333 0 0,00000 
MX 0,25369 0,20186 0,04500 0,07681 0 

 

BC, Barra de la Cruz; CH, Chacahua; CA, Cahuitán; TC, Tierra Colorada; MX, Mexiquillo. 
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Cladograma 

 

 

9. 6. Análisis de las frecuencias alélicas de OR-4, OR-7 y OR-8/LB1 

 

  BC CH CA TC MX 

Matrices de Fst (mitad inferior) y de valores de P (mitad superior) 

BC 0 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 
CH 0,07931 0 0,00000 0,00000 0,00000 
CA 0, 9 0, 3 0, 0 0, 0 0386 0194 0 0000 0000
TC 0, 506 94 0,01485 0,00802 0 0,00000 
MX 0,07828 0,02317 0,01013 0,01055 0 

 
BC, Barra de ruz a ahuitán; TC, T ra exiquillo. 

 

 la C ; CH, Chac hua; CA, C ierra Colo da; MX, M

Cladograma 
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9. 7. Análisis de los genotipos de OR-4, OR-7 y OR-8/LB1 

 

  BC 
BC ,144 0

Matrices de Fst (mitad inferior) y de valores de P (mitad superior) 

CH CA TC MX 
 0 0 14 ,32432 0,08108 0,00000 

CH ,0 ,00   0 7687 0 0 000 0,00901 0,00000 
CA ,0 , 0,2 2  0 0435 0 12011 0 162 0,00000 
TC ,0 , 0,32432  0 6642 0 11786 0,00657 0 

MX 0,16467 0,22201 0,05198 -0,00074 0 
 

BC, Barra de la Cruz; CH, Chacahua; CA, Cahuitán; TC, Tierra Colorada; MX, Mexiquillo. 

 

Cladograma 
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