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RESUMEN

La tortuga laud es una especie en peligro de exticion, y sus anidaciones en México han
disminuido drasticamente desde 1982 lo que enfatiza la necesidad de estrategias para su
conservacion especie. Dichas estrategias se estan aplicando en playas de Michoacan, Guerrero
y Oaxaca, en donde se registran los mayores niumeros de anidaciones. Las técnicas moleculares
han sido una herramienta muy Util para la identificacién de unidades de manejo en tortugas
marinas. En este sentido, la variacién de microsatélites nucleares permite una mejor resolucién
que otros marcadores moleculares para distinguir poblaciones. El objetivo de este trabajo fue
evaluar la estructura genética en las principales colonias anidadoras de laud del Pacifico tropical
mexicano con base en la variacién de microsatélites nucleares. EI ADN fue extraido de muestras
de sangre colectadas en la temporada 1997-1998 en playas de Michoacan (Mexiquillo), Guerrero
(Tierra Colorada) y Oaxaca (Cahuitan, Chacahua y Barra de la Cruz). Se aplicé reaccion en
cadena de la polimerasa con iniciadores heterélogos 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 mplificacion de OR-8 revelo6 dos loci polimorficos. Excepto por OR-1, los demas loci
también resultaron polimérficos. EI nUmero de alelos por locus varié de 2 a 7, con un promedio
de 4,2, lo cual se consider6 adecuado para los analisis de estructura genética. A nivel global, dos
de los cinco loci se desviaron significativamente del equilibrio Hardy-Weinberg por un déficit en
heterocigotos. Ademas, todos los valores de Fst fueron significativos. Seis de los 21 alelos
presentaron un gradiente de frecuencia relacionado con la ubicaciéon geografica de las colonias,
y las distancias geograficas estuvieron fuertemente correlacionadas (R*> = 0,83) con las
genéticas. El cladograma fue consistente con esta correlacion, al mostrar a Mexiquillo y Barra de
la Cruz, las colonias mas alejadas geograficamente, como las mas distantes genéticamente,
resultado que se mantuvo en cladogramas generados con un numero menor de loci. Estos
resultados revelan una estructura genética leve en las colonias de laud del Pacifico mexicano, y

sefialan a la distancia geografica como una fuente de diferenciacién genética en esta region.



1. INTRODUCCION

Las tortugas marinas juegan un papel ecolégico importante en el medio marino. Siendo
consumidores secundarios, regulan los niveles tréficos inferiores y superiores. Sin embargo, la
tortuga laud se distingue de las demas especies por poseer caracteristicas taxondmicas y morfo-
anatémicas Unicas. Esta especie, Unica representante de la familia Dermochelyidae, es la mas
grande, pesada, migratoria y pelagica de las siete reconocidas en la actualidad.

Sus poblaciones han disminuido drasticamente en las ultimas dos décadas. En la
actualidad, cerca de la mitad de las anidaciones de laud ocurren en playas de los estados de
Michoacan, Guerrero, y Oaxaca.

En el marco de la conservacion, los recursos naturales se monitorean con base en
unidades de manejo. Cada una de éstas representa una poblaciéon o stock con caracteristicas
ecolégicas y genéticas unicas. Estas unidades se han delimitado con gran confianza con base en
herramientas moleculares mediante analisis de estructura genética. Cada poblacion se distingue
por su variacion genética unica, por lo que resulta util analizar secuencias de ADN que presenten
una alta variabilidad. Las principales secuencias con esta caracteristica son repeticiones de
pares de nucledtidos en el ADN nuclear, conocidas como microsatélites nucleares.

Debido al bajo numero de anidaciones actuales en el Pacifico mexicano, las principales
colonias anidadoras de laud requieren de un monitoreo basado en unidades de manejo. Por lo
tanto, es necesario definir si cada playa de anidacion representa una unidad de manejo distinta.
Con el fin de definir stocks reproductores de laid en México, resalta entonces la importancia del
analisis de su estructura genética con base en microsatélites nucleares.

El propésito general del trabajo fue determinar la estructura genética en las principales
colonias anidadoras de laud del Pacifico tropical mexicano, con base en la amplificacion por
reaccion en cadena de la polimerasa de cinco loci microsatelitales nucleares que habian sido

caracterizados en tortugas golfinas.



2. ANTECEDENTES

2. 1. Generalidades biolégicas

Las tortugas marinas aparecieron durante el Jurasico hace 200 millones de afios, agrupadas en
la familia Thalassemydae (Pritchard, 1997). Fue hasta el Cretacico, hace 100 millones de afios,
que divergieron cuatro familias, dos de las cuales permanecen en la actualidad: Cheloniidae y
Dermochelyidae. Actualmente existen siete especies, siendo la tortuga laud (Dermochelys
coriacea) la Unica representante de la segunda familia (Spotila, 2004).

La laud es la tortuga marina mas grande (130-183 cm de largo curvo de caparazon) y
mas pesada (200-600 kg) (Pritchard, 1971). Se caracteriza por la ausencia de escamas y ufias
en las aletas. El caparazon esta formado por placas éseas parcialmente unidas, sobre las cuales
se encuentra una piel espesa rica en aceite (Pritchard, 1997). El esqueleto esta constituido por
una mezcla de tejido éseo 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 mas migratoria, registrandose individuos entre los 40°N y 35°S
(Sternberg, 1981), y la mas pelagica, detectandose organismos hasta 1 300 m de profundidad
(Eckert et al., 1989). Los movimientos de la laud resultan de la busqueda de alimento,
esencialmente medusas (Pritchard, 1984). Dado su gran tamafio, la laud satisface sus
necesidades energéticas consumiendo un gran numero de éstas (Lutcavage y Lutz, 1986).

La temporada de anidacion en el Pacifico es de octubre a marzo (Marquez 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 ultimos 10 a 40 carecen de
embriones, siendo la especie que presenta la tasa de eclosién mas baja (aproximadamente 50%)
de todas las tortugas marinas (Spotila, 2004). Las hembras de laud se caracterizan por su baja
fidelidad al sitio de anidacion, consecuencia de su comportamiento altamente migratorio (Plotkin,

2003).



Un aspecto poco conocido de su sistema de reproduccion es el apareamiento. Carr y
Carr (1986) detectaron que los individuos se aparean durante la migraciéon hacia las zonas de
reproduccién, antes de la temporada de anidacién. Con base en datos genéticos, Crim et al.
(2002) encontraron la misma conclusiéon para la colonia de Playa Grande, Costa Rica. Sin
embargo, para la misma colonia, Pickrell (2004) observé un apareamiento entre anidadas en una
misma temporada. Fijando una camara al caparazén de una hembra, observd que ésta fue
perseguida por varios machos al entrar al mar después de anidar. EI macho que se apare6 con
ella, la mordié en el caparazén y las aletas, agrediendo a los machos que se acercaban. Sin
embargo este comportamiento agresivo no implica que el apareamiento sea forzado.

Los estudios bioldgicos de la laud en los ultimos afios se han visto limitados por tamafios
de muestra pequerfios. En efecto, el numero de organismos ha disminuido de manera general.

Sin embargo las dinamicas poblacionales varian drasticamente entre regiones oceanicas.

2. 2. Problematica

2. 2. 1. Estado de las poblaciones

La tortuga laud ha sido catalogada como en “Peligro Critico de Extincién” por la Unién
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza y los Recursos Naturales (IUCN, por sus
siglas en inglés) (Godley y Broderick, 2001). Esta clasificacién resulta del decaimiento del
ndmero de hembras de 115 000 en 1980 (Pritchard, 1982) a 34 500 en 1996 (Spotila et al.,
1996).

En el Océano Atlantico, Spotila et al. (1996) califican a las poblaciones como estables,
por lo que en la actualidad constituyen la agrupacion mas importante de tortugas laud en el
mundo. Ademas, los autores afirman que las colonias de Trinidad y Tobago, Saint-Croix de las
Islas Virgenes y Africa del Sur han aumentado en los ultimos afios. La colonia mas numerosa es

la de la Guayana Francesa y Surinam, con 13 800 hembras en cada temporada (Spotila, 2004).



En el Océano indico, Spotila et al. (1996) describen una dindmica opuesta, ya que la
mayoria de las poblaciones ha sido extirpada, como es el caso de India y Tailandia. Asimismo,
dichos autores afirman que la mayor agrupaciéon de hembras se localizaba en Sri Lanka durante
la primera mitad del siglo XX, pero decayé 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 Pacifico, las poblaciones estan disminuyendo, con dos colonias
importantes, una en Costa Rica y la otra en México (Spotila et al., 1996). La primera es la mas
estable del Pacifico, ya que en cada temporada se registran entre 59 y 435 hembras (Spotila,
2004). La segunda constituyd la concentracion mas importante de individuos de la especie en el
mundo ya que de las 115 000 hembras estimadas para las poblaciones mundiales en 1980, mas
de 50 000 anidaban en las costas del Pacifico de México (Pritchard, 1982). Sin embargo, estas
colonias se estan colapsando ya que en la temporada 1995-1996 menos de 1 000 nidadas se
registraron en el Pacifico mexicano (Sarti et al., 1996). En consecuencia, la laud se clasifica en
México como en “Peligro de Extincion” bajo la norma NOM—-059—-SEMARNAT-2001 (Sarti, 2004).
Sarti-Martinez et al. (2007) muestran que, aunque las anidaciones de laud ocurren desde Baja
California Sur hasta Chiapas, el 42% de las nidadas de una temporada se registran en playas de
Michoacan (Mexiquillo), Guerrero (Tierra Colorada) y Oaxaca (Cahuitan y Barra de la Cruz). Por
la gran concentracion de nidadas y las altas densidades de nidos por kilémetro de playa en una
temporada, dichas playas son calificadas por los autores como “playas indice”.

El estado actual de las poblaciones de tortuga laud 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 laud esta sujeta a seleccion natural por la depredacion de sus huevos por mamiferos,

insectos y crustaceos, asi como de los juveniles por aves, peces menores y mayores (Lutz y



Musick, 1997). En adultos, Sarti et al. (1994) reportaron un caso de depredacion por una orca,
mientras que Troeeng (2000) observé ataques por jaguares durante la anidacion y tiburones. En
los ultimos afios, una intensa presidon de seleccion antropogénica se ha sumado a la seleccién
natural, razén principal de la disminucion de la poblacién en México (Sarti et al., 1996). Los
principales factores han sido la modificacién de las playas de anidacién y la explotacion 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 telemetria que la mayoria de los sub-adultos
del Atlantico 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 alimentacion
(Sarti, 2002). Los individuos de las colonias de México y Costa Rica migran a la zona de
surgencia frente a la costa del Peru para alimentarse (Sarti, 2004). El uso de redes de enmalle
en estas areas ha provocado la captura incidental de tortuga laud, aunque también se reportan
capturas dirigidas. Estas actividades persisten en la actualidad pese a que la legislacion peruana
las prohibe desde 1976 (FAO, 2004).

Dado el fuerte impacto de las fuentes antropogénicas de mortalidad, se han tomado
acciones de conservacion dirigidas hacia la limitacion de dicho impacto en las dinamicas

poblacionales.

2. 2. 3. Acciones de conservacion

A fin de proteger a la laud, se han creado dos campos de accién. El primero pretende proteger a
la poblacién de reproductores en las areas de alimentacién al modificar las artes de pesca y
regular las capturas incidentales. La FAO (2004) ha recomendado el uso de anzuelos circulares
en los palangres pelagicos, asi 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

implementacion generalizada en la actividad pesquera (Spotila, 2004).



El segundo campo de proteccion ocurre en las playas, y su objetivo es evitar la
explotaciéon de los huevos. En México, se han instalado campamentos de proteccion en las
playas indice, en los que se monitorean las anidaciones, registrando parametros ecoldgicos,
recuperando huevos y liberando crias. Estas actividades se llevan a cabo desde hace 20 afios
en el pais (Sarti, 2004). Los conocimientos y experiencia almacenados en los campamentos son
informacion util para cualquier estudio enfocado en la ecologia y conservacion de la ladd.

En la actualidad, los trabajos sobre conservacion 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 poblacién o si son poblaciones diferentes. Asi,
se sabria si la pérdida de organismos en una colonia afecta o no la dinamica poblacional de otras
(Schierwater et al., 1997). La delimitacion de poblaciones requiere por lo tanto de un analisis de

estructura poblacional.

2. 3. Estructura poblacional en conservacion

Las especies en peligro de extincion 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 poblacién. En el ultimo 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 delimitacién de una MU permite un monitoreo mas organizado del recurso natural
(Dethmers et al., 2006), por lo que es necesario aplicar métodos para diferenciar poblaciones.
Las poblaciones naturales se estructuran demograficamente y genéticamente, por lo que existe
un método demografico (0 método directo) y uno genético (o indirecto) para diferenciarlas

(Slatkin, 1987).



2. 3. 1. Estructura demografica

El método directo se basa en la definicion ecolégica de “poblacion”, la cual es un grupo de
individuos de una misma especie que se reproducen entre ellos, caracterizado por una estructura
de edades estable y parametros poblacionales determinados (tasas de natalidad, mortalidad,
imigracién y emigracién) en un tiempo y espacio dados (Krebs, 1985). En tortugas marinas, los
datos de estructura de edad, natalidad, mortalidad y migracion se obtienen marcando los
organismos segun el método de captura-recaptura (Dethmers et al., 2006).

La estructura de edad es definida por Wilson y Bosser (1971) como la distribucion de los
individuos de la poblacién en clases de edad. Para los autores, se alcanza una distribucion de
edad estable en un ambiente estable: la proporcién de individuos de cada clase es constante en
el tiempo. Sin embargo, en tortugas marinas, dicha proporciéon no es constante a causa de la
pesca incidental. Ademas, se sabe muy poco de lo que ocurre con los neonatos y juveniles,
etapas denominadas “afios perdidos” (Spotila, 2004). Dado que la estructura de edades no es
estable y la informacion sobre neonatos es casi nula, es muy dificil caracterizar la estructura de
edades en tortugas marinas por medio de marcajes.

La FAO (1992) hace una recopilacion de los métodos de estimacion 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 recopilacion se sefala la dificultad para obtener dichos datos con marcajes ya que se
necesitan series de tiempo muy largas. Asimismo, las estimaciones de inmigraciéon y emigracion
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 ultimos afios se ha
privilegiado la caracterizacion 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 poblacién con una trayectoria evolutiva independiente y aislada de

otras. El método indirecto, es decir, el analisis de la variacién genética entre poblaciones, ha sido



ampliamente usado para la delimitacion de MUs en tortugas marinas en los ultimos afios (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 variaciéon genética

El analisis de estructura genética requiere de técnicas y herramientas que detecten variacién
genética entre poblaciones de una misma especie (Avise, 1994). La variacion genética se define
como la variacion de caracteristicas heredables, la cual es detectable a distintos niveles (Hartl y
Clark, 1997).

El nivel mas fino para revelar la variacion genética, se basa en el andlisis de secuencias
nucleotidicas. La caracterizacion de esta variacion se ha facilitado por el desarrollo de las
técnicas de secuenciamiento en los ultimos afios (Futuyma, 1998). En este marco, una medida
de diversidad genética es el polimorfismo en nucleétidos 8, proporcion del nimero de nucleétidos
polimérficos en una secuencia dada. Otra medida es el parametro m, numero promedio de
nucleétidos que difieren entre todos los pares posibles de secuencias. Sin embargo, no siempre
es posible conocer la secuencia exacta de una regidon gendmica ya que la técnica de
secuenciamiento es muy laboriosa y costosa (Avise, 1994).

La variacion genética a nivel del ADN puede caracterizarse sin necesariamente conocer
toda la secuencia de la region de interés. Para comprender estos analisis es importante revisar
algunas nociones basicas. Primero, el sitio que ocupa un gen, o secuencia codificante, en un
cromosoma se define como “locus”. Segundo, toda mutacidon en un gen genera variantes
denominadas “alelos” los cuales pueden tener efectos fenotipicos. En la practica, ambas
definiciones se han ampliado a secuencias no codificantes y es en este sentido que se usaran
ambos términos en este reporte. En organismos diploides, cada individuo se caracteriza por la
combinacion de dos alelos por locus, o genotipo. De esta manera, es posible caracterizar la

variacion genética a nivel de alelos, la cual surge como consecuencia de la variacion
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nucleotidica. En el marco de la variacion alélica, las medidas mas sencillas de variacion son el
numero promedio de alelos por locus y las frecuencias alélicas (Futuyma, 1998). Otra medida es
el polimorfismo P, que corresponde a la proporcién de loci polimdérficos analizados. En general,
un locus se define como polimoérfico cuando presenta mas de un alelo, y si el alelo mas comun
presenta una frecuencia menor a 0,95 (Hartl y Clark, 1997). Pero la principal medida de variacion
es la heterocigosidad H, definida como la proporcion de heterocigotos en un locus para una
poblacion. 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-Z (pi®

La independencia de la informacion de cada locus a la estructura genética se mide con la
prueba de desequilibrio en el ligamiento, la cual determina si la coapariciéon de los alelos de dos
loci se debe al azar o no (Futuyma, 1998). Asimismo, es posible obtener informacion acerca de
la estructuracion genética al realizar pruebas del equilibrio Hardy-Weinberg, el cual supone que
un locus no estd sujeto a fuerzas evolutivas (e.g. flujo génico que rompe la estructuracion
genética) (Hartl y Clark, 1997).

En esta seccidn se presentaron medidas de variacion genética que pueden usarse para
analizar secuencias nucleotidicas, o informacion alélica que no involucre datos de secuencia.
Los datos de este tipo, denominados marcadores moleculares, presentan una alta variacién que
permite distinguir organismos o poblaciones (Kahl, 2001). En la siguiente seccién se presentaran

los principales criterios de clasificacion 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 poblacion (Avise, 1994). Dada la alta variabilidad de las aplicaciones del

analisis molecular, en esta seccion se hara referencia a la aplicacion de los marcadores en



estructura genética. En este marco, existen muchos tipos de marcadores moleculares y técnicas

asociadas, por lo que se presentaran criterios de clasificacion de estos marcadores.

Tipo de genoma

Los marcadores pueden pertenecer al ADN mitocondrial (ADNmt) o al nuclear (ADNn). En
vertebrados, la tasa de evolucién 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 evolucién de la region de control, Unica region del genoma no codificante (Avise,
1994). Por el alto polimorfismo del ADNmt, los marcadores mitocondriales son muy utiles en
analisis de estructura genética. Sin embargo, su mayor desventaja es que caracterizan sélo los
linajes maternos, ya que en animales las mitocondrias son generalmente transmitidas via
materna (Futuyma, 1998).

En cambio, el ADNn es heredado por ambos padres, por lo que el analisis de
marcadores nucleares evidencia la contribucién de ambos sexos en la estructura genética
(Avise, 1994). Asimismo, el ADNn presenta ciertas secuencias con una tasa de evolucién tan
rapida como el ADNmt (Roberts et al., 2004). Por estas dos caracteristicas, en andlisis de

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

Numero de copias

En el ADNn, se distinguen las secuencias en copias multiples 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 nucleotidicas cortas repetidas en
tandem en el genoma (Futuyma, 1998). Sobresalen los microsatélites, los cuales son secuencias
constituidas por unidades de dos, tres o cuatro nucleétidos repetidas entre cuatro y seis veces
(Schidtterer, 1998). Son regiones nucleares con una alta tasa de evoluciéon y por lo tanto
altamente polimorficas, siendo asi muy utiles en analisis poblacionales (Dean y Milligan, 1998).

Las regiones mas representativas del ADN moderadamente y poco repetitivo, segun 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 séla copia en todo el genoma nuclear. La
principal caracteristica 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 variacion genética por medio de la heterocigosidad y el numero de alelos (Avise,
1994). Estas medidas de variacion son muy sencillas de calcular, por lo que el analisis de

ADNnRcs facilita y hace mas robustos los analisis de estructura genética.

Técnica de andlisis
En los ultimos afios, nuevas técnicas han surgido para analizar acidos nucléicos. Karp y Edwards
(1997) presentan y discuten una guia sencilla de las distintas metodologias en la que separan los
marcadores moleculares segun el uso o no de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por
sus siglas en inglés). Esta seccién esta basada en el esquema de clasificacion de estos autores.

La PCR ha sido una técnica inovadora que permite la amplificacion exponencial in vitro
de una regidon gendémica mediante el uso de iniciadores que se alinean a las regiones
flanqueantes de la secuencia de interés (Dieffenbach y Dveksler, 1995). La amplificacion ocurre
en un numero determinado de ciclos térmicos, cada uno con las mismas tres etapas:
desnaturalizacion del ADN doble cadena, hibridacién de los iniciadores y extension con
oligonucledtidos por una polimerasa termoestable.

El grupo de técnicas que no se basan en la PCR pueden hacer uso de la hibridacion
(e.g. RFLP). En ésta, el ADN molde es puesto en presencia de sondas que son complementarias
con regiones especificas 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 util en estudios poblacionales. Sin embargo, son metodologias que
consumen mucho tiempo, pueden requerir el uso de radiactividad para detectar las sondas y es

necesario conocer las secuencias especificas 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 segun la especificidad de la amplificacién, la cual depende de la longitud de la
secuencia de los iniciadores asi como de las condiciones de astringencia durante la PCR. El
primer subgrupo agrupa técnicas que amplifican regiones gendmicas al azar en condiciones
bajas de astringencia. Este subgrupo reune las técnicas denominadas MAAP (e.g. RAPD, DAF,
AP-PCR), en las que la amplificacion 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 analisis 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 amplificacion, pues utilizan iniciadores cuya secuencia esta basada en sitios
de restriccion o ADN repetitivo (e.g. AFLP y MP-PCR). También en estos casos, la amplificacién
de marcadores codominantes es rara, y en la practica resulta muy dificil detectar variacién
alélica.

El segundo subgrupo reune técnicas de amplificacion que utilizan pares de iniciadores
que se alinean a regiones flanqueantes de una secuencia especifica 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 rapida y sensible marcadores codominantes, los cuales son mas informativos en analisis
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 andlisis estadisticos, los cuales son presentados en la siguiente

seccion.

2. 3. 2. 3. Estadisticos para analisis de estructura genética

Los datos generados de los analisis de marcadores moleculares forman la base de estadisticos

que caracterizan la estructura genética. Dada la utilidad de los marcadores microsatelitales asi
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como de la PCR en estructura poblacional, en esta seccidon se presentan estadisticos
poblacionales relacionados con dicho tipo de marcadores.

La medida de variacidbn genética observada entre poblaciones mas frecuentemente
usada es el indice de fijacion Fsr (Futuyma, 1998). Al caracterizar el niumero de alelos
amplificados, y sus frecuencias alélicas, es posible calcular la heterocigosidad promedio de cada
poblacién. 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 P1y
P2 son dos poblaciones distintas, se calcula el estadistico Fst tal que:

Ht - Hs
Fsr= ———

Ht

La heterocigosidad Ht es la esperada si P1 y P2 son una poblacion unica, con individuos de P1y
P2 apareandose al azar. La heterocigosidad Hs es el promedio de H1 y H2, en caso de que P1y
P2 sean poblaciones diferentes. El indice Fst es una medida de la reduccién proporcional en
heterocigotos de la metapoblaciéon debido a la subdivision de P1 y P2 (término “Ht — Hs”) con
respecto a la hipotesis de “no division” (término “Ht”) (Conner y Hartl, 2004). El Fst varia de 0 a
1. Cuando Fst es igual a cero, Hs es igual a Ht: la proporcidon en heterocigotos promedio entre
P1y P2 es la misma que la de una poblacidon panmictica. Cuando Fst es diferente de cero, Hs es
diferente de Ht: la heterocigosidad promedio es diferente de la esperada para una poblacién
Unica, y las poblaciones serian significativamente diferentes. En este caso, demostrar que Fst es
significativamente diferente de cero es demostrar que el grupo de poblaciones analizadas esta
realmente subdividido (Conner y Hartl, 2004). Otros autores han descrito analogos del Fst, como
el Rst (Nei, 1987) y el Gst (Gaggiotti et al., 1999).

El grado de diferenciacion genética entre poblaciones es cuantificable mediante indices
de similitud (e.g. estadistico | de Nei) o disimilitud genética, siendo los ultimos definidos como
distancias genéticas (e.g. estadistico D de Nei y distancia de Reynolds) (Fututyma, 1998). Nei
(1987) discute las principales caracteristicas de estas distancias. Estas se anulan cuando dos

poblaciones presentan las mismas frecuencias alélicas, por lo que, por definicién, el indice de
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fijacion es un ejemplo de distancia genética. Estas distancias pueden traducirse graficamente en
ramas de arboles filogenéticos, o cladogramas, representando asi las relaciones entre grupos de
organismos. La construccién de dichos cladogramas puede realizarse, entre otros, con un
algoritmo del método de distancias, el cual es uno de los varios métodos de generacion de
arboles. El algoritmo del Neighbor-Joining es util cuando las tasas de evolucion no son
constantes en cada rama divergente (Saitou y Nei, 1987).

Dada la rapidez, facilidad y relativo poco costo de la delimitacion indirecta de
poblaciones, las herramientas de genética molecular han sido ampliamente utilizadas en los
ultimos afios para estudios de estructutra genética en tortugas marinas. Los principales trabajos

en este ambito se presentan en la siguiente seccién.

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 laud han recibido una menor atencién. 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 distribucion restringida. Por ello, a continuacién 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
analisis de secuencias genémicas 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. Estos incluyeron como objetivo el complementar los resultados obtenidos con
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distintos tipos de marcadores moleculares, y se basaron en el analisis de practicamente los
mismos individuos. Los trabajos que analizaron la especie a nivel regional son tres también, y se
enfocaron en el Atlantico, suroeste del Océano indico, y suroeste del Pacifico.

Bowen et al. (1992) analizaron la filogeografia de la especie mediante el analisis de
RFLPs del ADNmt. Las colonias del Atlantico estuvieron fuertemente diferenciadas respecto a
las del Indo-Pacifico. Para los autores, la barrera geografica que representd el istmo
centroamericano al surgir hace tres millones de afios, asi como las barreras oceanicas que han
representado las aguas frias en las puntas surefias de América y Africa, han limitado el flujo
génico entre ambas cuencas. A nivel intraoceanico el flujo génico entre colonias estuvo
fuertemente limitado, por lo que los autores concluyeron que cada colonia debe ser manejada
como una unidad demografica distinta.

Karl et al. (1992) analizaron cinco loci de ADNncs por PCR-RFLP. Un punto de interés
del estudio fue la caracterizacion del patron de estructura con ADNn y compararlo con el de
ADNmt que se discutié en el parrafo anterior. La diferenciacion entre cuencas oceanicas fue
confirmada, pero el nivel de diferenciacion intraoceanica fue mucho menor al detectado con
ADNmt. Esta mayor homogeneidad genética sugirié la existencia de flujo génico entre colonias
mediado por machos, dada la fuerte estructuracion materna detectada con ADNmt.

Roberts et al. (2004) cuestionaron los resultados de homogeneidad intraoceanica
obtenida con el ADNncs, atribuyéndola a la baja capacidad que tienen estos marcadores para
detectar divergencias recientes debido a su baja tasa de mutacién. Los autores analizaron por
PCR la variacion en cuatro microsatélites nucleares. El interés del estudio fue caracterizar la
estructura con ADNn mas util para detectar divergencias recientes, asi como comparar dicha
estructura con la inferida a partir de ADNncs y de ADNmt. Este trabajo confirmé la existencia de
homogeneidad genética entre colonias de la misma cuenca, y por ende senalé a los machos
como la via para el flujo génico principal entre las poblaciones.

Los demas trabajos realizados con la especie abordaron una escala regional, y se
basaron en el secuenciamiento de la region de control del ADNmt. Encalada et al. (1996) se

enfocaron en colonias del Atlantico. Estos autores encontraron que las poblaciones del
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Mediterraneo y del Caribe Occidental se distinguieron en conjunto del grupo formado por las
colonias del Caribe Oriental, América del Sur y Africa. Bourjéa et al. (2007) analizaron la
estructuracion en el suroeste del Océano indico, y detectaron haplotipos caracteristicos del
Océano Atlantico, lo cual fue evidencia de que las tortugas verdes son organismos tropicales
capaces de cruzar la punta sur de Africa. Dethmers et al. (2006) distinguieron en Australasia 17
unidades de manejo, de las cuales las seis del Pacifico estuvieron fuertemente diferenciadas de
las 11 del indico. Segun los autores, dicha discontinuidad genética es el resultado de la
restriccion 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 periodos de glaciacion.

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 regién de control del ADNmt, pero se distinguen por la
escala geografica del analisis: uno es regional centrado en colonias del sureste de los Estados
Unidos y el otro es global. El tercer estudio, mas reciente, se centré en la misma region del
sureste de los Estados Unidos pero en colonias distintas y se caracterizé por afinar las
conclusiones del analisis de ADNmt al secuenciar la region de control asi 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 presentd frecuencias
haplotipicas significativamente diferentes de las de Georgia y Carolina del Sur. De esta manera,
concluyeron que en Estados Unidos no hay un habitat continuo para anidar y que tanto Florida
como el grupo Georgia/Carolina del Sur forman unidades demogréficas 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 concluy6 que existen dos linajes evolutivos
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no relacionados con la separacion de las cuencas del Atlantico y del Indo-Pacifico. Para los
autores, esto resulta de la distribucion en aguas templadas de la especie, lo que le facilita pasar
la zona de surgencia frente a las costas de Africa del Sur. Sin embargo, algunos haplotipos
estaban fijos en la mayoria de las colonias, por lo que los autores concluyeron que éstas son
facilmente distinguibles y que por lo tanto las hembras de la especie son fieles al sitio de
anidacion.

En el estudio mas reciente, Bowen et al. (2005) afinaron las conclusiones del primer
trabajo en la especie al secuenciar un fragmento de la regién de control del ADNmt, técnica mas
sensible para detectar variacion genética que el RFLP. Asimismo, los autores complementaron
las conclusiones al analizar cinco loci microsatelitales nuleares por PCR. Se detect6é una fuerte
estructura con ADNmt mientras que con el ADNn no hubo estructura significativa. Asi como en
tortuga verde, esta diferencia entre los marcadores indicé que las hembras son muy filopatricas,
y que el flujo génico entre colonias esta 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 analisis de la estructura genética de la tortuga carey, todos
ellos a una escala regional y con base en andlisis de la region de control del ADNmt. Dichos
trabajos se distinguen por la regién oceanica analizada: dos de ellos se realizaron en Australasia,
en los que participo 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 analisis. Broderick et
al. (1994) realizaron un analisis 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 mas el analisis mediante la
técnica de secuenciamiento, y ampliaron la cobertura geogréfica al incluir colonias de Malasia e

Islas Salomén. De 15 haplotipos, 13 fueron exclusivos de colonias especificas, por lo que se
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demostré que las colonias de carey estan fuertemente diferenciadas. Asimismo, se confirmo la
distincion de las dos poblaciones reproductoras de Australia. Ademas, dos colonias de Malasia
asi como la de las Islas Salomén 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 anidacion, detectando un flujo génico limitado entre colonias y una
fuerte filopatria. Bowen et al. (2007) analizaron zonas de anidacién y de alimentacion, y
detectaron que en estas ultimas se congregan individuos de distintas zonas de anidacién. Por
ejemplo, en las zonas de alimentacién de Cuba se detectaron haplotipos de México, Puerto Rico,
Costa Rica y las Islas Virgenes de los Estados Unidos. Este resultado tiene implicaciones
importantes en conservacion, pues muestra que si se explotan tortugas en zonas de forrajeo, se

esta afectando colonias de distintos paises.

2. 4. 4. L epidochelys 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 regién de control
del ADNmt. Uno de ellos es una evaluacién global, mientras que los otros dos son andlisis
regionales.

Bowen et al. (1998) analizaron la filogeografia global de la especie, y detectaron cuatro
linajes fuertemente diferenciados: el del sureste de India, el del Océano indico, el del Atlantico y
el del Pacifico del Este.

Shanker et al. (2004) analizaron la filogeografia en el sureste de India. Los autores
confirmaron que las colonias de esta regiéon forman una poblacién panmictica, concluyendo que
seria la mas grande a nivel global, con casi medio millén de tortugas.

Lépez-Castro y Rocha-Olivares (2005) analizaron la estructura genética en las colonias
del Pacifico Oriental. Pese a que el primer estudio sefald a las colonias de esta regiébn como una
poblacién panmictica, los autores detectaron una estructuracién leve que atribuyeron a la

inclusién de colonias de Baja California Sur en sus analisis. Se concluyé que las colonias de Baja
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California Sur empiezan a diverger de las demas, lo que concuerda con diferencias etoldgicas y
morfoldgicas reportadas en las hembras de dicha zona con respecto a las del resto del Pacifico

Oriental.

2. 4. 5. Dermochelys coriacea

En el caso de la tortuga laud, su estructura genética ha sido estudiada en distintas escalas
geograficas mediante marcadores de tipo mitocondrial y nuclear. Entre los mitocondriales, se ha
analizado la secuencia nucleotidica de la regidn de control y los resultados se encuentran en dos
articulos cientificos 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 habia sido defendida al momento de redactar este documento.

Dutton et al. (1999) determinaron la filogeografia global de la especie mediante ADNmt.
Se detectaron once haplotipos, y se evidencié una fuerte diferenciacion interoceanica. Asimismo,
se detectd una estructuracion significativa pero menos intensa dentro de cada cuenca oceanica.
Estos resultados apoyan la teoria de filopatria para la especie. Sin embargo, algunas colonias
proximas no fueron distinguibles (e.g. México y Costa Rica en el Pacifico), por lo que se concluyé
que el grado de filopatria es menos preciso para la ladd que en otras especies de tortugas
marinas. Los autores atribuyeron la falta de diferenciacion genética entre dichas colonias al bajo
polimorfismo detectado, y a la tasa de mutacién de la region de control, la cual no permitiria
detectar estructuracion reciente. Por ello, recomendaron complementar los resultados de ADNmt
con los de ADNn, como los microsatélites nucleares. En este contexto, Dutton (1996b) compard
la resolucidén proporcionada por la region de control del ADNmt y por microsatélites nucleres, y
sefiald6 a éstos como marcadores que pueden ayudar a revelar patrones de flujo génico
contemporaneo, que no hayan podido ser detectados con ADNmt.

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

colonias de las Islas Salomén, Papua Nueva Guinea, e Indonesia en el Pacifico Occidental. No
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se detectaron diferencias significativas entre las frecuencias de los seis haplotipos reportados
para esta zona, lo que sugirié que estas colonias forman un solo stock genético.

La estructura genética de la especie dentro de la cuenca del Atlantico es discutida en un
reporte técnico (Turtle Expert Working Group, 2007). Este documento reconoce siete stocks
genéticos con base en datos mitocondriales asi como de 14 loci microsatelitales nucleares, la
mayoria de estos especificos para la especie. Dichos loci representan una util herramienta para
analisis de estructura genética en la tortuga laud, sin embargo la secuencia de los iniciadores
que se usaron para amplificarlos no fue declarada en el reporte.

En un documento de tesis aun no defendido, Barragan (com. pers.) estudi6 las playas
indice de México mediante dos de los loci microsatelitales nucleares analizados en el Atlantico.
El estudio detectd un polimorfismo de 5 y 2 alelos para dichos loci, sin evidencias de una
estructura significativa. Sin embargo, la confiabilidad de estos resultados se veria comprometida
por el bajo numero de loci analizados y por su bajo polimorfismo.

Ademas de los loci caracterizados con iniciadores especificos para laud, 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 heterélogos, y tuvieron éxito en cuatro
casos. Dos de estos loci mostraron polimorfismo, y el pequefio tamafio de muestra analizado
(N=6) sugiere que la proporcion de loci polimdrficos podria ser mayor. Estos resultados indicaron
que la amplificacion de dichos loci microsatelitales es posible para la especie, y que por lo tanto

podrian ser utiles en un analisis de estructura genética.

2. 5. Justificacion

En las dultimas décadas el numero de anidaciones de laud en México ha disminuido
drasticamente como consecuencia del saqueo de huevos asi como de la mortalidad de adultos

por pesca. En la actualidad, cerca de la mitad de las anidaciones se concentra en cuatro playas
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que abarcan los estados de Michoacan, Guerrero y Oaxaca. Frente a la problematica de la
especie en el Pacifico tropical mexicano, y con el fin de caracterizar eficazmente las principales
colonias anidadoras de la regioén, es necesario conocer su estructura poblacional.

La distincion de poblaciones se ha facilitado con andlisis de estructura genética, mas
rapidos, confiables y menos onerosos que el método de marcaje y recaptura. Entre los
marcadores moleculares disponibles para analizar la estructura genética de tortugas laud, los
microsatélites nucleares presentan ventajas que incluyen una mayor capacidad para: detectar
diferencias en escalas geograficas reducidas y en tiempos evolutivos recientes, evaluar los
movimientos de ambos sexos, estimar estadisticos poblacionales como la heterocigosidad y los
indices de fijacion.

Una investigacion basada en la region de control del ADNmt fue incapaz de diferenciar
colonias cercanas geograficamente, lo cual puede ser atribuido a la baja resolucién que presenta
el marcador para distinguir flujo génico reciente. Un estudio no publicado intenté determinar la
estructuracion de la especie en el Pacifico mexicano mediante el analisis de dos loci
microsatelitales nucleares. Sin embargo, su robustez es cuestionable debido al bajo niumero de
loci analizados. Frente a esta situacion, existen loci microsatelitales nucleares caracterizados en
golfina que presentan potencial para analisis de estructura en laud. El grupo de investigacion 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 laud en México, incluyendo los iniciadores desarrollados en golfina y un
lote de muestras de sangre de laud colectadas en las principales colonias anidadoras.

Por lo anterior, esta tesis pretende realizar un andlisis de estructura genética de la
tortuga laud en el Pacifico mexicano, que abarque las principales playas de anidacion de este
litoral y que esté basado en el empleo de un nimero considerable de loci microsatelitales
nucleares. La realizacion de este trabajo contribuiria a ampliar los conocimientos sobre las
poblaciones de esta especie en el pais, y permitiria apoyar con argumentos cientificos las

estrategias para su conservacion.
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3. HIPOTESIS

1. En pruebas preliminares, el uso de iniciadores de PCR especificos para el genoma de tortuga
golfina permitié la amplificacion de loci microsatelitales nucleares en laud. En dichas pruebas se
analizaron numeros reducidos de individuos, lograndose amplificar cuatro loci y detectandose
polimorfismo en dos de éstos. Si en esta tesis se analizan nimeros mayores de individuos con
los iniciadores mencionados, entonces la similitud entre el genoma de la golfina y la laud, asi
como la naturaleza altamente polimérfica del ADN microsatelital, permitiran amplificar un mayor

numero de loci y revelar polimorfismos en la mayoria de ellos.

2. Un analisis filogeografico global de la laud basado en ADNmt revel6 un esquema de
diferenciacion genética que sugiere l