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DIFERENCIACION GENETICA DE LAS COLONIAS ANIDANTES DE TORTUGA
GOLFINA (Lepidochelys olivacea) EN EL PACIFICO MEXICANO CON BASE EN
ANALISIS DE ADN MITOCONDRIAL.

Resumen aprobado por:

Dr. Ayaxacatl Rocha Olivares
Director de Tesis

La tortuga golfina (Lepidochelys olivacea) es considerada la especie de tortuga marina mas
abundante alrededor del mundo. Sin embargo, su abundancia histérica se ha reducido
severamente en algunas areas principalmente por factores antropogénicos. Al tratarse de
una especie amenazada y vulnerable, es de suma importancia conocer el nivel de
variabilidad genética en las colonias anidantes. Esto permitird reconocer unidades de
manejo especificas para delimitar areas de proteccion en las diferentes playas de anidacion.
Utilizando la region de control del ADN mitocondrial se analizé la diferenciacion genética
de 18 colonias anidantes de L. olivacea en el Pacifico mexicano. En general se observaron
altos valores de diversidad haplotipica, siendo la de Baja California Sur significativamente
menor a las demas (h=0.36) con excepcion de Guerrero, Oaxaca y Chiapas. Por su parte, la
encontrada en Nayarit fue significativamente mayor (h=0.85) a todas las zonas de
anidacion (p<0.05; t-Student). La diversidad nucleotidica fue baja, Baja California Sur
(r=0.00008) y Michoacan (n=0.00026) presentaron la mayor y menor diversidad
respectivamente. El analisis de varianza molecular (®sr=0.017, p<0.05) reflejo una
pequefia pero significativa diferenciacion genética. Algunos valores de @®st pareados
mostraron diferencias significativas entre colonias anidantes, sin embargo, despues de la
correccion de Bonferroni estas comparaciones no fueron significativas para el conjunto de
pruebas. Las estimaciones de flujo genético (Nm) obtenidas a partir de los @sr entre
colonias anidantes de L. olivacea del Pacifico mexicano fueron altos. El arbol filogenético
basado en Neighbor Joining reflejo una baja divergencia entre los haplotipos y una
topologia muy compleja. Los parametros del modelo de expansion repentina sugieren que
la mayoria de las colonias anidantes han experimentado un incremento en el tamafio
poblacional, especialmente en Nayarit. Tomando en cuenta el pequefio nivel de
diferenciacion genética encontrado en este estudio, se recomienda mantener un principio
precautorio de manejo de la especie por lo menos para la colonia anidante de Baja
California Sur, y continuar con los programas de proteccion y conservacion para el resto
de las colonias en el Pacifico mexicano.

Palabras Clave: Lepidochelys olivacea, estructura genética, ADN mitocondrial.



ABSTRACT of the thesis presented by ANNELISSE BARCENAS IBARRA as a partial
requirement to obtain the MASTER OF SCIENCE degree in ECOLOGIA MARINA.
Ensenada, Baja California, México Septiembre 20009.

GENETIC DIFFERENTATION OF OLIVE RIDLEY TURTLE (Lepidochelys
olivacea) NESTING COLONIES ALONG THE MEXICAN PACIFIC BASED ON
MITOCHONDRIAL DNA ANALYSIS

Olive Ridleys (Lepidochelys olivacea) are the most abundant sea turtles around the world.
However, their historical abundance has severely declined in some areas due to
anthropogenic factors. Being an endangered and vulnerable species, it is very important to
assess the level of genetic variability in the nesting colonies in order to properly identify
management units and prioritize areas for protection in its habitat. The genetic
differentiation of L. olivacea was analyzed in 18 nesting colonies along the Mexican
Pacific using the control region of mitochondrial DNA. High haplotype diversity was
found, that found in Baja California Sur (h=0.36) was significantly lower than the other
colonies, with the exception of Guerrero, Oaxaca and Chiapas. On the other hand, diversity
found in Nayarit was significantly greater (h=0.85) than the rest of nesting areas (p<0.05, t-
Student). Nucleotide diversity values were also low, the lowest and highest values were
found in Baja California Sur (7=0.00008) and in Michoacan (n=0.00026), respectively.
Analysis of molecular variance (®st=0.017, p<0.05) revealed a small but significant
genetic differentiation. Paired ®sr showed significant differences between some nesting
colonies. However, after a Bonferroni correction these comparisons were not significant for
all the 36 comparisons. Estimates of gene flow (Nm) obtained from ®sr between nesting
colonies of L. olivacea in the Mexican Pacific were high. The Neighbor Joining
phylogenetic tree showed a low divergence among haplotypes and a complex topology. The
parameters of the sudden expansion model suggest that most of the nesting colonies have
increased in population size, especially Nayarit. Taking into account the insufficient level
of genetic differentiation found in this study, it is recommended to maintain a precautionary
approach to management of the species at least for the nesting colony of Baja California
Sur and continue programs to protect and conserve the remaining colonies nesting in the
Pacific coast of Mexico.

Key words: Lepidochelys olivacea, genetic structure, mitochondrial DNA.
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I. Introduccion

I.1 Generalidades de las tortugas marinas

Las tortugas marinas son un grupo primitivo de vertebrados con caracteristicas anatomicas
y adaptaciones a la vida marina que no han cambiado substancialmente desde que
aparecieron en la Tierra. (Marquez, 1996; INE, 1999). Al igual que otros testudines
(dulceacuicolas y terrestres), las tortugas marinas parecen ser conservativas en términos de
su variacion molecular, exhibiendo tipicamente bajos niveles de diversidad entre especies y
bajas tasas de evolucion molecular en comparacion con otros grupos de organismos
(Bowen y Avise, 1995).

Son especies longevas, de maduracion sexual tardia, la cual puede tardar afios y hasta
décadas; ademas, presentan una alta tasa de mortalidad durante las etapas de crias a
juveniles (Marquez, 1996). Las tortugas marinas poseen el rango mas amplio de
distribucion de todos los reptiles, encontrandose en aguas tropicales o subtropicales
costeras, templadas y subarticas de todo el mundo (Pritchard, 2003). Ambos sexos realizan
migraciones de miles de kilometros a lo largo de los océanos, desde las zonas de forrajeo
hasta las playas de anidacién (Morreale et al., 1996; Hays et al., 1999; Girard et al,. 2006).

Hasta los siglos XVIII y XIX, las tortugas marinas fueron muy abundantes en sus
areas de distribucion (UICN, 1995), las poblaciones de algunas especies se conformaban
por millones de individuos (Zwinenberg, 1976; Jackson, 1997; Bjorndal et al., 2000). A
partir de la segunda mitad del siglo XX, la importancia comercial de las tortugas marinas
aumento rapidamente en nuestro pais; la captura de tortugas marinas se desarrollé de tal
manera que durante casi dos décadas (1965-1982) México contribuyd al mercado con mas
de la mitad de la produccion mundial (INP, 2000).

En la Gltima década las poblaciones de las diferentes especies de tortugas marinas han
sufrido fuertes reducciones debido principalmente a factores como la sobreexplotacion, la
captura incidental, la destruccién de habitats criticos de alimentacion, anidacion y reposo, y

la contaminacion de los mares. Como resultado, la mayoria de las poblaciones en todo el



mundo se encuentran en declive, frecuentemente reducidas a niveles criticos (UICN,
1995). Actualmente se reconocen siete especies de tortugas marinas en el mundo (Pritchard
y Mortimer, 2000), todas se encuentran catalogadas como especies amenazadas o en peligro
de extincion por la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza y los
Recursos Naturales (UICN), citado en el Libro Rojo de Datos (UICN, 2003); y se prohibe
su comercio en los paises que han firmado la Convencidon sobre el Comercio Internacional
de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES; Marquez, 1990).

México alberga seis de las siete especies de tortugas marinas, Unicamente la tortuga
kikila (Natator depressus) esta ausente ya que es endémica de la plataforma continental de
Australia y su area de anidacion se restringe a la porcion norte del continente Australiano
(Marquez, 1990). En el Pacifico Mexicano se ha registrado la presencia de cinco especies:
la tortuga ladd (Dermochelys coriacea), la tortuga verde (Chelonia mydas), la tortuga
caguama (Caretta caretta), la tortuga carey (Eretmochelys imbricata), y la tortuga golfina
(Lepidochelys olivacea).

|.2. La tortuga golfina (Lepidochelys olivacea)

La tortuga golfina es la especie de tortuga marina mas pequefa (Figura 1), los adultos
pueden llegar a alcanzar los 78 cm de largo recto del caparazon, con un peso promedio de
38 kg (Mérquez, 1996); alcanza la madurez sexual a tallas pequefas, aproximadamente a
62 cm de largo recto del caparazon, y exhibe tasas de maduracion y crecimiento mas

rapidas que otras tortugas marinas (INP, 2000).

Figura 1. Tortuga golfina Lepidochelys olivacea (tomado de Marquez, 1990).



Su distribucion es pantropical, habita principalmente en el hemisferio norte, entre el
océano Pacifico e indico, con la isoterma de 20°C como limite de su distribuciéon (Figura
2) (Marquez, 1990). Algunas zonas de alimentacion se localizan en Hawaii, el este de
Venezuela o la region comprendida entre Colombia y Ecuador (Marquez, 1990).

En nivel mundial se reconocen dos grandes stocks para esta especie: el indico y el del
Pacifico Oriental. Una de las principales zonas de anidacion se localiza en la costa noreste
de la India, en el océano indico (Pandav et al., 1998); en el Pacifico Oriental se localizan
otras zonas importantes, desde el suroeste de México hasta Costa Rica (Marquez, 1990;
INP, 2000). Zonas de anidacion de menor importancia se localizan en el norte de Australia,
la Peninsula de Malasia y el oeste de Tailandia.

80° J y '; 3 |

Eﬁ\ - . . -1

[L] B _._-

2000

Qe =

“pe — l

Lﬁx—ﬂ. | = jp—‘j_? e f{ . ""'tﬂ

L L L Il L

20° 0° 20° 40° 60  80°  100° 120° 140° 160° 180°  160° wee  120° o0 BO°  60°  A0° 20°

Figura 2. Distribucion mundial de Lepidochelys olivacea (tomado y modificado de Marquez, 1990).

En Meéxico, se distribuye a lo largo de las costas del océano Pacifico, desde la
peninsula de Baja California hasta Chiapas (Figura 3; Marquez, 1990). Su principal playa
de anidacién se encuentra en Oaxaca donde tiene lugar uno de los desoves masivos mas
importantes del Pacifico Oriental; importantes anidaciones aunque no tan numerosas

ocurren en Jalisco, Guerrero, Colima y Michoacan. El limite méas nortefio para la



reproduccion de esta especie lo representan la zona sur-centro de Sinaloa y el sur de la
peninsula de Baja California. (Figura 3; Marquez, 1990).

México
Simi

Baja California Sur

Océano Pacifico
15

116

Figura 3. Zonas de anidacion de Lepidochelys olivacea en el Pacifico mexicano.

Fuera de las &reas de anidacion, los adultos de esta especie son principalmente
neriticos; se desplazan habitualmente a lo largo de las plataformas continentales, y se
alimentan en aguas someras, convergiendo en verano y otofio para anidar sobre playas de
suave pendiente conformadas por granos de arena fina y media. Las playas de anidacion de
la tortuga golfina se encuentran asociadas a desembocaduras de rios o sistemas lagunares y
estuarinos (Mérquez, 1990). En cuanto a las zonas de alimentacion, no se conoce muy bien
su localizacion, pero al igual que en otras especies de tortugas marinas, se cree que se
encuentran separadas por cientos o miles de kilobmetros de las zonas de anidacion
(Marquez, 1996).

El ciclo reproductivo es anual en la mayoria de las tortugas; méas del 60% anida todos
los afios, el 29% cada dos afios y el 11% cada tres afos (Figura 4; Marquez, 1990 y 1996).

Para la reproduccion, hembras y machos migran desde las zonas de alimentacion hasta las



zonas de anidacion; el apareamiento se realiza cerca de las playas de anidacion o a lo largo
de las rutas migratorias, y se produce principalmente en la superficie del mar. Después del
apareamiento los machos regresan a las zonas de alimentacion, las hembras permanecen en
aguas poco profundas con un promedio de 15 dias entre cada anidacién. Al finalizar la
temporada de anidacion (julio-febrero) las hembras regresan a las zonas de alimentacion,
donde permanecen hasta la siguiente temporada reproductiva.
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Figura 4. Ciclo de vida de Lepidochelys olivacea (tomado y modificado de CIT, 2006).

La tortuga golfina presenta dos comportamientos de anidacion: 1) solitario, que es la
forma méas comuin e involucra de 40 a 50 hembras anidantes en la playa (Marquez, 1990), y
2) masivo o “arribada”, comportamiento Unico entre las tortugas marinas, que se caracteriza

por un gran namero de hembras anidando sincrénicamente en la misma playa (Figura 5)



(Valverde y Gates, 2000); se han estimado desde 5,000 a 150,000 hembras anidantes
durante unas cuantas noches.

El tipo de comportamiento de anidacién puede tener impacto en el crecimiento
poblacional (Plotkin y Bernardo, 2003), en los niveles de paternidad multiple (Jensen et al.
2006) y en la diversidad genética (Rodriguez-Zarate, 2008). En este sentido, algo
importante de sefialar es el efecto diferencial de la deriva genética en playas de anidacion
solitaria y playas de arribada; el tamafio de la poblacion efectiva es considerablemente
mayor en playas de arribada, y por lo tanto, el efecto de la deriva seria menor y habria

mayor diversidad genética en comparacién con las playas de anidacion solitaria.

Figura 5. Anidacion masiva o “arribada” de Lepidochelys olivacea en la playa La Escobilla, Oaxaca.

La tortuga golfina es considerada la tortuga marina mas abundante alrededor del
mundo, en comparacién con otras tortugas marinas (Limpus, 1995). Sin embargo, su
abundancia histérica se ha reducido severamente en algunas areas, principalmente por
factores antropogeénicos. Aunque se reconoce que las colonias anidantes del Pacifico

Mexicano se encuentran en recuperacion (INP, 2000), permanece en la categoria de especie



amenazada en la Lista Roja de la Unidn Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza y de los Recursos Naturales (UICN, 1995). En México la NOM-059-
SEMARNAT-2001 la cataloga como especie en peligro de extincién (DOF, 2002).

Regulaciones internacionales han sido establecidas para prohibir la captura, sacrificio o
venta de tortugas marinas. En México, la Ley Federal Mexicana prohibe, desde 1990, matar
tortugas en cualquier parte del pais; se han impulsado, desde hace mas de tres décadas, las
actividades dirigidas a conservacion, proteccion e investigacion de tortugas marinas, con el
fin de entender su biologia, movimientos migratorios, conocer las densidades poblacionales
en los sitios de anidacién y caracterizacion genética de las poblaciones, a fin de delimitar
unidades de manejo para aplicar estrategias dirigidas a su recuperacion (INE, 1999). Quizas
la estrategia mas importante para la recuperacion de las poblaciones de tortugas marinas ha
sido la instalacion y operacion de campamentos tortugueros en las playas mas importantes de
anidacion, que en conjunto con los programas de marcado y recaptura, han generado importante
informacidn sobre diversos aspectos de su biologia.

No obstante, las tortugas marinas pasan la mayor parte de su vida en el mar, donde las
observaciones directas son un tanto inaccesibles; las crias al eclosionar migran hacia el mar
y se desconoce que ocurre durante y después de estas migraciones, generalmente se les
vuelve a ver cuando ya han alcanzado la madurez en el caso de las hembras, ya que
reaparecen en las playas de anidacion, los machos rara vez se observan en tierra. Por estas
razones, los estudios de ecologia molecular se han convertido en una herramienta muy
importante para estudiar la biologia de las tortugas marinas; en afios recientes, han
esclarecido muchos aspectos de la historia natural y la evolucion de las tortugas marinas

gue son relevantes para los programas de conservaciéon (Bowen y Avise, 1995).

1.3. Antecedentes

Un desafio central para los biologos es establecer vinculos entre la ecologia y la evolucion
de las especies. Uno de esos vinculos es la relacion entre la capacidad de dispersion y la
escala espacial sobre las cuales las poblaciones difieren genéticamente. Los estudios de

diferenciacion genética poblacional permiten hacer inferencias acerca de como las fuerzas



microevolutivas han interactuado a lo largo de la historia de una especie. Por ejemplo, la
diferenciacion genética de la poblacion puede reflejar la historia vicariante de las
poblaciones y la cantidad de flujo de genes que histéricamente se ha producido entre ellas.
Debido a que las diferencias genéticas constituyen la materia prima para la seleccion
natural, la diferenciacion genética de la poblacion también puede indicar las posibilidades
de adaptacion local o especiacion en el futuro (Bohonak ,1999).

Los primeros estudios de marcado y recaptura demostraron que las hembras de
tortugas marinas mostraban una fuerte fidelidad hacia las zonas de anidacion donde nacian,
aun cuando sus hébitats de alimentacion se traslapaban con otras colonias reproductoras
(Hendrickson, 1958; Carr y Ogren, 1960).

A partir de estas observaciones se plantearon dos modelos que explican este
comportamiento de fidelidad: 1) filopatria natal y 2) facilitacion social. En el primer
modelo (Carr, 1967), las hembras primerizas regresan a su region natal a anidar y
permanecen fieles a lo largo de su vida. En el segundo (Owens et al., 1982), las hembras
primerizas siguen a otras hembras con experiencia fuera de los habitats de alimentacion a
las zonas de reproduccion, a las que regresaran posteriormente. Si las hembras regresan
fielmente a sus sitios de origen, entonces cada colonia anidante debe poseer una firma
genética Unica en términos de ADN mitoncondrial (Bowen y Karl, 2007).

En los ultimos afios, la hipétesis de la filopatria natal ha sido probada y confirmada
en tres especies de tortugas marinas con datos de ADN mitocondrial, pero no en golfinas
(Bowen et al., 1992 y 1994; Bass et al., 1996; FitzSimmons et al., 1997).

La diferenciacion genética en linajes maternos implica una independencia
demogréfica de las colonias (en escalas de tiempo ecoldgico), tal que para fines de manejo,
cada colonia anidante deberia ser vista como auténoma con respecto a la reproduccién de
las hembras (Bowen y Avise, 1995). Sin embargo, no se ha examinado la filopatria natal en
machos de tortugas marinas, y es posible que los machos muestren mayor flexibilidad en la
eleccion de grupos reproductivos, quizas a través de la facilitacion social (FitzSimmons et
al. 1997b, Abreu-Grobois et al. 2000, Bowen y Karl 2007).

El ADN mitocondrial ha demostrado ser particularmente efectivo para detectar la

estructura poblacional en las tortugas marinas, debido a que presenta una alta tasa



mutacional, herencia matrilineal y la ausencia de recombinacion (FitzSimmons et al.,
2000). En los ultimos afios, el empleo de la region control de ADN mitocondrial ha
mostrado ser muy eficiente en la identificacion de poblaciones en tortugas marinas; ésta
region evoluciona de 4 a 7 veces mas rapidamente que el genoma mitocondrial completo, el
cual se ha analizado por fragmentos de restriccion (RFLP) (Avise et al., 1987). Por esta
razén, la region control es el segmento de ADN mitocondrial de eleccion para los estudios
en playas de anidacion (Abreu-Grobois et al., 1996).

La mayoria de las veces, los marcadores heredados por las hembras ofrecen una
ventaja distinta porque proveen informacion sobre las conductas reproductoras de las
hembras, dicha conducta es de gran importancia para la supervivencia de la especie (Bowen
y Avise, 1995). Dada su herencia matrilineal la dinamica evolutiva mitocondrial es sensible
a la filopatria natal de las hembras (Bowen, 1995; FitzSimmons et al., 2000). Algunos
estudios que han empleado este locus para evaluar la estructura genética poblacional en
tortugas marinas son: la tortuga verde en el Atlantico occidental (Encalada et al., 1996), la
tortuga carey en el Caribe (Bass et al., 1996), la laud (Dutton et al., 1999) y las golfinas a
nivel global (Bowen et al., 1998).

En estudios genéticos de estructura poblacional en tortuga golfina en el Pacifico
Oriental, se han encontrado diferentes niveles de diferenciacion genética entre las colonias
anidantes, resultando en dos escenarios: 1) poblacién panmictica (Brisefio-Duefias, 1998;
Lopez-Chavez, 2000) vy 2) estructura genética (Lopez-Castro y Rocha-Olivares, 2005;
Rodriguez-Zarate, 2008).

Brisefio-Duefias (1998), analizo la variacion genética de la region control del ADN
mitocondrial de seis colonias anidantes incluyendo localidades en México (n= 101,
Sinaloa, Jalisco, Guerrero, Oaxaca y Chiapas), Costa Rica y el norte de Australia;
concluyendo que las colonias del Pacifico Oriental pertenecen a una sola poblacion
panmictica y sélo se diferencian de las colonias de Australia.

Lépez-Chévez (2000), analizé la distribucion geogréfica de la variacion de tres loci
de microsatélites del ADN nuclear no especificos para esta especie, en ocho colonias de
localidades en México (n= 160; Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Guerrero, Oaxaca, Chiapas),

Nicaragua y Costa Rica. La mayoria de la variacion genética se encontrd dentro de las
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poblaciones. Este resultado corrobora y complementa aquel obtenido a partir de los datos
con la regién control (Brisefio-Duefias, 1998) y refleja la existencia de un alto intercambio
genético entre las poblaciones, por lo menos en escalas de tiempo genético (varias
generaciones).

No obstante, ninguno de los estudios anteriores incluy6 las playas de anidacion de la
peninsula de Baja California Sur. Lopez-Castro et al. (2004), encontraron que las tallas de
las crias de la peninsula eran significativamente mayores al promedio registrado para
algunas playas de la costa occidental de nuestro pais y para algunas otras partes del mundo;
sugiriendo que esta area podria albergar una poblacion diferenciada a la del resto del
Pacifico Oriental.

Considerando lo anterior, Lépez-Castro y Rocha-Olivares (2005) compararon el
ADN mitocondrial de muestras provenientes de Baja California Sur contra muestras
provenientes del continente (Brisefio-Duefias, 1998); proporcionando evidencia sobre la
existencia de una poblacién diferenciada respecto al continente. Baja California Sur
presentd diferencias significativas con algunas colonias (Guerrero y Costa Rica) y se
caracterizo por tener una baja diversidad genética debido a la dominancia del haplotipo K
en un 91.6% de las tortugas analizadas. Sin embargo, en este trabajo se analizaron muestras
contemporaneas (temporada de anidacién 2002-2003) con informacion historica (anterior a
1998); los resultados reflejan los efectos tanto de una sefial geografica como de una
temporal en la estructura genética. Por otra parte, el esfuerzo de muestreo no fue equitativo,
pudiendo pasar por alto haplotipos en las localidades donde el esfuerzo de muestreo fue
menor.

Recientemente, Rodriguez-Zarate (2008) analizé tres loci microsatelitales especificos
provenientes de 18 colonias anidantes del Pacifico mexicano, distribuidas en los estados de
Baja California Sur, Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Colima, Guerrero, Michoacan y Chiapas;
abarcando la mayor area geografica hasta la fecha y con muestras de una misma temporada
(2006-2007). El analisis de estructura poblacional no fue concluyente debido al bajo
numero de loci analizados y a los resultados contrastantes que dependieron del indice de
fijacion estimado; los resultados obtenidos mediante el indice de Fst sustentan la

diferenciacion encontrada por Lopez-Castro y Rocha-Olivares (2005), mientras que los
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resultados obtenidos mediante el indice de fijacion de Rst sugieren la ausencia de
estructura poblacional entre las colonias anidantes de tortuga golfina en el Pacifico

mexicano (Brisefio-Duefias, 1998; Lopez-Chavez, 2000).

1.4. Justificacion

Aungue la tortuga golfina es la especie méas abundante de todas las tortugas marinas, es
también la que menos se ha investigado. Esto podria deberse al hecho de que no abunda en
regiones del mundo en donde se ha dirigido la mayor parte de los recursos para la
investigacion de estas especies. Ademas, buena parte de la informacion generada sobre esta
especie ocurre en paises en vias de desarrollo donde permanece en la literatura "gris" como
informes técnicos, tesis o articulos de difusion con escasa circulacién (Abreu et al., 2000).

En los ultimos afios ha surgido la preocupacion con respecto a las relaciones
genéticas entre las hembras anidadoras de tortuga golfina alrededor del mundo, debido a la
reduccion drastica en el nimero de anidaciones en las diferentes playas, con respecto a
datos historicos. Cliffton et al. (1982) estimaron un total de 10 millones de adultos antes de
1950; en 1969, después de afios de explotacion, el estimado fue de poco mas de un millon.
Al tratarse de una especie amenazada y vulnerable, es de suma importancia conocer el nivel
de variabilidad genética en las colonias anidantes por las implicaciones que esto conlleva
(ej. cuellos de botella, vulnerabilidad a cambios ambientales).

Si bien en el Pacifico Oriental se han desarrollado diversos estudios sobre la
estructura poblacional de la especie, no existe un resultado definitivo y las opiniones son
encontradas; muchos de estos estudios tienen limitaciones o desventajas que pueden influir
en la interpretacion de sus resultados. Por otra parte, la mayoria de los estudios genéticos
poblacionales en tortugas marinas toman a la filopatria natal como la principal fuente de
estructura poblacional y aislamiento reproductivo, no obstante, la tortuga golfina puede
presentar cierta flexibilidad al escoger las playas de anidacion y ésta puede variar tanto
espacial como temporalmente.

El trabajo de Rodriguez-Zarate (2008) es hasta la fecha el mas completo, en el

sentido de la cobertura de un area geografica mayor y el muestreo simultaneo. Pese a esto,
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sus resultados no fueron concluyentes, el nimero de loci analizados fue bajo y el tamafio de
muestra muy variable. Por otra parte, es recomendable comparar estudios que involucren
tanto el flujo de machos (en este caso los microsatélites) y el de las hembras (ADN
mitocondrial) para proporcionar una explicacion mas completa de la estructura genética de
la poblacion.

Este estudio analiza muestras contemporaneas de una misma temporada de anidacion
provenientes de la mayoria de playas de anidacién de la tortuga golfina en la Peninsula de
Baja California y playas del Pacifico continental mexicano. Se buscd incrementar y
estandarizar los tamafios de muestra en comparacion con los trabajos anteriores con el fin
de evaluar la estructura genética poblacional con base a datos contemporaneos mas
extensos, mediante el analisis de la region control del ADN mitocondrial.

Este trabajo pretende generar informacion que permita conocer la diversidad genética
mitocondrial de la especie en la regién del Pacifico mexicano, asi como hacer inferencias
sobre la estabilidad temporal (histdrica) de la diversidad genética de las poblaciones de la
especie en las playas de anidacion mexicanas. Dado su estatus de especie en peligro de
extincion, la informacion generada sera de utilidad para el desarrollo de planes de manejo

con mayor base cientifica.
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1.5. Hipdtesis

Las hipétesis nulas de este estudio son:

1. No existe diferenciacion genética mitocondrial entre las colonias anidantes de tortuga

golfina Lepidochelys olivacea a lo largo del Pacifico Mexicano.

2. No existe diferenciacion genetica mitocondrial entre las colonias anidantes peninsulares

y las continentales.

3. No existen diferencias en los niveles de diversidad mitocondrial entre las playas de

anidacion masiva y las playas de anidacion solitaria.

1.6. Objetivos

1.6.1 Objetivo general
Estimar la diversidad mitocondrial y el grado de diferenciacion genética entre las

colonias anidantes de tortuga golfina L. olivacea del Pacifico mexicano.

1.6.2 Objetivos particulares

1. Estimar la diversidad mitocondrial en las colonias anidantes.

2. Estimar los niveles de estructuracion genética mitocondrial entre colonias
anidantes.

3. Estimar el grado de diferenciacion genética mitocondrial entre las colonias
anidantes peninsulares y las continentales.

4. Comparar los niveles de diferenciacion genética mitocondrial entre playas
masivas y playas solitarias.

5. Evaluar los patrones filogenéticos y filogeogréaficos de L. olivacea.

6. Evaluar la demografia historica de las colonias anidantes de L. olivacea en el

Pacifico mexicano.
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I1. Metodologia

11.1 Area de estudio

La zona de estudio comprendio toda la costa del Pacifico mexicano incluyendo la peninsula
de Baja California. En la peninsula de Baja California Sur los muestreos se realizaron en
las playas de Punta Arenas, Punta Colorada y Parque Nacional Cabo Pulmo; ubicadas sobre
el litoral del Golfo de California. En la costa del Pacifico se incluyeron las playas de Todos
Santos, Pescadero, San Cristdbal y San José del Cabo. Para el continente se obtuvieron
muestras de las playas EI Verde Camacho en Sinaloa; Platanitos y Nuevo Vallarta en
Nayarit; Bahia de Banderas y Playon de Mismaloya en Jalisco; Boca de Apiza-El
Chupadero en Colima; Playa Ticuiz en Michoacan; Tierra Colorada en Guerrero; La
Escobilla, San Juan de Chacagua y Barra de la Cruz en Oaxaca; y Puerto Arista en Chiapas.
(Figura 6).

México

Sinaloa (1)

Golfo de
México

15

QOcéano Pacifico

Figura 6. Sitios de Colecta de muestras de tejido de Lepidochelys olivacea. Los nimeros entre paréntesis
indican las playas muestreadas en cada estado.
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1.2 Obtencidon de muestras

En este estudio se utilizaron las muestras obtenidas por Rodriguez-Zarate (2008), que se
colectaron durante la temporada de anidacion septiembre 2006-febrero 2007. La colecta en
la peninsula de Baja California Sur estuvo a cargo de la M. en C. Jimena Rodriguez Zarate
en colaboracion con ASUPMATOMA, A.C. (Asociacion Civil) y el Municipio. de Los
Cabos. En el continente, se contd con la colaboracion de la CONANP (Comisién Nacional
de Areas Naturales Protegidas). EI muestreo se dirigié a obtener biopsias de tejido cutaneo
de las hembras.

Para evitar el remuestreo, después de obtener las muestras se marcé a las hembras
con marcas metélicas tipo inconel de numeraciéon ascendente y con las siglas ML. Las
marcas se obtuvieron mediante la colaboracion del Programa de Tortugas Marinas de la
CONANP vy fueron donadas por el National Oceanic & Atmospheric Administration U.S.
Department of Commerce (NOAA) de los Estados Unidos. En los casos en que no fue
posible marcar a las hembras, las muestras se tomaron en un periodo de tiempo no mayor a
15 dias durante el cual se espera que no se presente la reanidacion. Cuando no fue posible
obtener una biopsia de la hembra anidante, se muestre6 su nido tomando una muestra de
tejido de un embrion o una cria muertos por causas naturales. Solo fueron considerados
aquellos nidos puestos dentro de un periodo no mayor a 15 dias, para evitar el muestreo
multiple y sesgar la frecuencia de aparicion de haplotipos.

El tamafio de muestra depende de la técnica utilizada, el nivel de diferenciacion
genética y la pregunta bajo consideracion. Para delimitar poblaciones reproductoras con el
ADN mitocondrial, se recomienda un tamafio de muestra de 20 individuos para la mayor
parte de las evaluaciones poblacionales (FitzSimmons et al., 2000). Tomando en cuenta lo
anterior, y buscando obtener un tamafio de muestra que fuera representativo de la
variabilidad genética de la region control del ADN mitocondrial para L. olivacea en las
costas del Pacifico mexicano, se adopt6 un tamafio de muestra de 30 organismos por zona

de anidacion (separadas entre si por distancias que oscilan entre 100 a 1000 km).
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11.3 Trabajo de laboratorio

11.3.1 Extraccién de ADN

La extraccion de ADN del tejido de las hembras se realizo mediante el protocolo de
digestion con proteinasa K y se usé cloruro de litio para su purificacion. Primero, la
proteinasa K digiere las proteinas y éstas son precipitadas por remocion de sales mediante
el cloruro de litio. Enseguida, mediante cloroformo y alcohol isoamilico (24:1) se procedio
a la separacion de restos de tejido y lipidos. Finalmente, se llevé a cabo la purificacion de
ADN total por precipitacion, afadiendo acetato de sodio 3M pH 5.2 y etanol absoluto frio.
El ADN extraido (stock) se preservo en TE 1x pH 8.0 a -20°C. Para cada stock de ADN
purificado se realizaron alicuotas con una dilucién 1:10 para realizar la amplificacion de la
region control de  ADN mitocondrial; en los casos en que la concentracion del ADN fue

alta, se realizaron diluciones 1:100.

Para el tejido de embriones, la extraccion se realizé empleando la técnica de Resina
Chelex (Estoup et al., 1996). Esta es una tecnica de extraccion rapida de ADN; una
porcién de tejido se incuba en 500 de ul una solucion chelex al 10% (Biorad, Resina
Chelex 100 /100-200 mesh, preparada en agua desionizada estéril a -20°C) previamente
calentada a 60°C. Para obtener una mejor amplificacion de la regién control de ADN
mitocondrial, se adicionan 7.5 pl de proteinasa K [10 mg/ml]. Las muestras son llevadas al
horno durante una hora a 55°C y finalmente 15 minutos a 100°C, para desnaturalizar la

proteinasa K. El ADN extraido fue conservado a -20°C.

11.3.2 Amplificacion de la regién control (D-loop) del ADN mitocondrial

Para amplificar la region control del ADN mitocondrial, se utilizaron los cebadores o
primers LCM-15382 (5’-GCTTAACCCTAAAGCATTGG-3’), disefiado por el Dr. Abreu-
Grobois et al., (2006) y H879lo (5’-GGGTTTAGTTAAAAAATACGG-3’) disefiado por
Lopez-Castro y Rocha-Olivares (2005). Las amplificaciones se realizaron mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Este procedimiento consiste en la generacion

de multiples copias de un fragmento especifico del ADN delimitado por los cebadores.
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Se hicieron reacciones de 25 ul que incluyeron 0.5 pl dNTP’s, 1x PCR buffer (Tris-
HCL 10 mM, KCI 50 mM, 1.5 mM MgCl,), 0.5 uM de cada primer, 0.15 unidades de Taq
DNAPol y 3.0 ul de ADN gendémico. Estas reacciones fueron sometidas a un perfil de
termociclado con un periodo inicial de 2 min a 94°C, seguido de 35 ciclos de:
desnaturalizacion, 2 min a 94°C; anillamiento, 45 s a un intervalo de 56°C a 50°C
dependiendo de la localidad; y polimerizacion, 1:30 min a 72°C; finalmente, un periodo de
5 min a 72°C. En todas las reacciones se incluyeron controles negativos (reacciones libres
de ADN) para descartar la contaminacion de los reactivos utilizados.

Para evaluar la cantidad y calidad de las amplificaciones, los productos de PCR

fueron verificados mediante electroforesis, en geles de agarosa al 1.5%.

11.3.3 Purificacion y secuenciacién de ADN

Antes de llevar a cabo el proceso de secuenciacion, es necesario purificar el ADN; la
purificacion consiste en eliminar los dNTPs y oligonucleotidos que no fueron utilizados en
la reaccion de PCR, mediante el protocolo de limpieza exoSAP-IT®. Dicho protocolo
involucra la accion de dos enzimas hidroliticas: exonucleasa y fosfatasa alcalina de
camaron; la primera rompe los enlaces fosfodiester del ADN de cadena sencilla (primers), y
la segunda elimina los grupos fosfatos de dNTP’s. Se utilizd una proporcién aproximada de
2.5 ul de producto de PCR por cada 1.0 pl de exoSAP-IT®; cada muestra amplificada se
incubd por 15 min a 37°C para la digestion de las enzimas y 15 min a 80°C para su
desnaturalizacion.

Una vez limpios, los productos de PCR se utilizaron para preparar reacciones de
secuenciacion de 12 pl; 3.5 pl de agua destilada estéril, 3 ul del primer (LCM15382) con
concentracion 1 Mm, 2 ul de Big Dye terminator v3.1 (Applied Biosystems, California) y
3.5 ul de producto limpio de PCR. Las reacciones tuvieron una desnaturalizacion inicial de
1 min a 94°C, seguida de 25 ciclos con el siguiente perfil de temperaturas:
desnaturalizacion, 10 s a 94°C; anillamiento, 10 s a 50°C; y extension, 4 min a 60°C. Los
fragmentos secuenciados se limpiaron mediante precipitacion etanolica, y se detectaron en
un secuenciador automatico GENE ANALYZER ABI 377 (Applied Biosystems,

California).
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1.4 Analisis de datos

11.4.1 Edicion y alineamiento de secuencias

La complementariedad de las secuencias nucleotidicas de cada hebra de ADN vy los
posibles errores causados por el secuenciador, se verificaron con el programa CodonCode
Aligner® v2.0.6; con este proceso se garantiza que la secuencia sea la correcta antes de
comenzar las comparaciones.

Una vez verificadas, se alinearon las secuencias individuales con el programa
Clustal W (Higgis et al., 1994) y se identificaron los sitios variables entre secuencias con el
programa MEGA v4.0 (Tamura et al., 2007). Finalmente, con las secuencias alineadas se
obtuvo la lista de haplotipos totales y por localidad con el programa Dna SP v4.9 (Rozas et
al. 2003)

11.4.2 Busqueda e identificacion de haplotipos

De las distintas fuentes de informacion diponibles (GeneBank; Brisefio-Duefias, 1998;
Bowen et al., 1998; y Lopez-Castro y Rocha-Olivares, 2005), se encontraron un total de 26
haplotipos de la region control del ADN mitocondrial para la tortuga golfina en las distintas
zonas de distribucion a nivel mundial.

Tras establecer el nimero de haplotipos para este estudio, se procedié a compararlos
con los haplotipos registrados para la especie, principalmente con los del Pacifico Oriental.
Se construyeron matrices de distancia utilizando el programa PAUP v4.0 (Swofford, 1998)
con la finalidad de determinar la identidad de los haplotipos encontrados en este estudio;
estas matrices consideran el nimero total de diferencias (mutaciones, incluyendo indels)

entre pares de haplotipos.

11.4.3 Diversidad genética
Para estimar la diversidad genética de las colonias anidantes, se calcul6 el indice de
diversidad haplotipica (h), que se define como la probabilidad de que dos haplotipos de la

muestra elegidos al azar sean diferentes. Se obtiene a partir de la siguiente férmula:
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k

=5(2)

i=1
1)
donde n es el tamafio de muestra, k es el nimero de haplotipos encontrados y p; es la
frecuencia del iésimo haplotipo de la muestra (Nei, 1987).
También se utilizd el indice de diversidad nucleotidica (x), el cual estima la
probabilidad de que dos nucledtidos homologos en posicion escogidos al azar sean

diferentes. Se calcula a partir de la férmula:

_ E:{z 1 2_;.‘:::' pz'p_;u'di_;l'
L )

donde p es la frecuencia de cada uno de los nucleétidos i y j que son comparados, d es el

namero de diferencias de nucleétidos por sitio entre las secuencias comparadas y L es el
namero de loci (Nei, 1987), que en el caso del ADN mitocondrial se refiere a la longitud de
la secuencia. Los céalculos de los indices se realizaron con el programa Arlequin v3.1
(Excoffier et al., 2005).

Ya que en algunas zonas de anidacion se muestre6 mas de una playa (Tabla I), los
analisis de diversidad genética se realizaron de la siguiente manera: a) Cuando el tamafio de
muestra fue menor o igual a diez individuos, todas las playas se agruparon en una sola
region; y b) Cuando el tamafio de muestra fue mayor a diez individuos, se realizd una
prueba t-Student (Hutcheson, 1970) para comparar las diversidades genéticas. Cuando no se

encontraron diferencias significativas, las playas se agruparon en un sola region.

11.4.4 Estructura y Flujo Genético

Para estimar el nivel de diferenciacion genética de las colonias anidantes se realizd un
analisis de varianza molecular (AMOVA,; Excoffier et al., 1992), en donde se probd la
hipdtesis nula de panmixia (ausencia de estructura genética) en su conjunto y entre pares de
muestras mediante el indice de fijacion ®sr (Wright, 1951). Dicho indice utiliza las
frecuencias haplotipicas para cuantificar la pérdida de diversidad debida a la ausencia de

apareamiento al azar en la poblacion en su conjunto; sus valores van de 0 (frecuencias
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alélicas idénticas entre muestras; panmixia) a 1 (cada muestra se ha fijado a una variante
alélica distinta).

Para determinar diferencias entre las distintas colonias, se hicieron comparaciones
pareadas mediante sy, andlogo al Fst, que ademas de las frecuencias haplotipicas,
incorpora también las distancias genéticas inter-haplotipicas como componente de la
varianza. Fue necesario corregir la significancia de las pruebas con la correccion
secuencial de Bonferroni (Rice, 1989). Todos los andlisis se realizaron con el programa
Arlequin v3.1 (Excoffier et al., 2005).

Los valores de &st pareados obtenidos en el AMOVA se utilizaron para estimar el
flujo genético (Nm) entre las colonias anidantes. El flujo genético se define como el nimero
de migrantes entre poblaciones por generacion y se obtiene a partir de la ecuacion descrita
por Nei (1987):

v = (S.0)
©)

donde Nm es el numero efectivo de hembras que migra entre poblaciones por generacion.

11.4.5 Comparacion de diversidades mitocondriales entre playas de anidacion masiva
y playas solitarias
La comparacion de diversidades mitocondriales entre estos dos tipos de playas se realizd

mediante una prueba t de Hutcheson que compara indices de diversidad (Hutcheson, 1970):

 H{-H]

t =
Sy g

(4)

donde H1y H', corresponden a los indices de diversidad y S es la varianza de cada
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11.4.6 Relaciones filogenéticas entre haplotipos

Con el proposito de evaluar las relaciones evolutivas entre los haplotipos de L. olivacea, se
construyé un arbol filogenético mediante el método de distancia Neighbor Joining,
utilizando el programa MEGA v4.0 (Tamura et al., 2007).

Para el Neighbor Joining se calculé el mejor modelo evolutivo que se ajustara a
nuestros datos, para ello se utiliz6 el programa Modeltest v3.7 (Posada y Crandall, 1998);
este programa ajusta mediante verosimilitud maxima el mejor de un total de 56 modelos de
evolucion molecular. Con base en el modelo evolutivo se calculé la matriz de distancias
genéticas con ayuda del programa PAUP v4.0 (Swofford, 1998) utilizada para la
reconstruccion filogenética; dicha matriz también fue utilizada para el andlisis de estructura
genética. Se realizo un remuestreo (bootstrap) no paramétrico de 500 pseudorréplicas para
evaluar la topologia del arbol resultante. Finalmente, se utilizo a Lepidochelys kempii en la

reconstruccion filogenética para enraizar el arbol.

11.4.7 Demografia historica

Con el fin de conocer aspectos sobre la demografia histérica de las colonias anidantes de
tortuga golfina en el Pacifico mexicano, que permitieran establecer eventos de colonizacion
0 cuello de botella ocurridos en el pasado, se utilizd un analisis de distribucion de
diferencias inter-haplotipicas (mismatch distribution). Es posible reconocer estos eventos
ya que el aumento o disminucién del tamafio poblacional deja sefiales en la forma de la
distribucion de las diferencias inter-haplotipicas (Rogers y Harpending, 1992; Rogers,
1995). Las poblaciones que han permanecido en equilibrio demogréafico estable por mucho
tiempo presentan distribuciones cadticas y disparejas (multimodales), mientras que aquellas
que han sufrido cuellos de botella o expansiones presentan distribuciones suaves
(unimodales; Harpending, 1994).

Para este andlisis, se construyo la distribucion de diferencias inter-haplotipicas para
cada colonia anidante y se calcularon los parametros del modelo de expansion repentina de
Rogers y Harpending (1992). En este anélisis se compararon los valores observados en
nuestros datos contra los esperados por el modelo; los datos del modelo suponen la

existencia de una expansion demografica repentina. Las distribuciones de diferencias inter-
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haplotipicas y los parametros del modelo de expansion repentina son: t= 2ut, 6o= 2UNg
antes de la expansion,0 ;= 2uN; después de la expansion, donde p es la tasa de mutacién
especifica del fragmento, t es el tiempo en generaciones desde la expansion, y N es el
tamano efectivo de la poblacion (Rogers y Harpending, 1992). Se probd la bondad de ajuste
del modelo utilizando el método de minimos cuadrados mediante el programa Arlequin
v3.1 (Excoffier et al., 2005).
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I11. Resultados

111.1 Muestreo

Durante la temporada de anidacion 2006-2007 se muestrearon 19 playas distribuidas en
nueve estados a lo largo de todo el Pacifico mexicano. Se obtuvo un total de 583 muestras
de tejido; 298 pertenecieron a hembras anidantes y 285 a embriones. Para los estados de
Sinaloa y Nayarit Unicamente se obtuvieron muestras de embriones. Cuatro campamentos
recibieron placas de marcaje, sin embargo, éstas llegaron demasiado tarde durante la
temporada de anidacion, por lo que el marcaje de hembras fue limitado; en la mayoria de
las playas la colecta de muestras se completo antes de recibir las marcas y las pinzas. No
obstante, se logré marcar un total de 89 hembras pertenecientes a los estados de Colima,
Oaxaca y Chiapas como se reporto en el trabajo de Rodriguez Zarate (2008).

En la mayoria de las zonas de anidacion se secuenciaron 30 individuos; en los casos
particulares de Guerrero y Michoacan se analizaron todas las tortugas disponibles (N=18)
(Tabla ).

En aquellas localidades en las que se muestrearon tanto hembras como embriones, se
intentd que la mayor parte de las muestras genotipificadas provinieran de las hembras;
cuando esto no fue posible, se completo el tamafio de muestra con embriones. Dicho lo
anterior, del total de muestras obtenidas (583) durante la temporada de anidacion, para este
estudio se utilizaron un total de 246 muestras; 152 de hembras y 94 de embriones (Tabla I).

Se obtuvo un éxito del 100% en la extraccion, amplificacion y secuenciacion de las

muestras, es decir, las 246 muestras fueron genotipificadas.
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Tabla I. Tamafio de muestra de Lepidochelys olivacea por playa de anidacion y totales por estado
durante la temporada de anidacién de 2006-2007.

Estado Playa Hembras Embriones  Total
Baja Todos Santos 2 0
California Pescadero 1 2
Sur San Cristobal 2 3
El Suspiro 6 4 30
San Jose del Cabo 6 0
Cabo Pulmo 1 1
Punta Colorada 2 0
Sinaloa El Verde Camacho 0 30 30
Nayarit Platanitos 0 15 30
Nuevo Vallarta 0 15
Jalisco El Salado 13 0 30
Playon de Mismaloya 17 0
Colima Boca de Apiza 6 24 30
Michoacan Playa Ticuiz 18 0 18
Guerrero Tierra Colorada 18 0 18
Oaxaca La Escobilla 24 0
Barra de la Cruz 3 0 30
San Juan de Chacagua 3 0
Chiapas Punta Arista 30 0 30
Total 152 94 246

111.2 Edicion y alineamiento de secuencias

Después de verificar la determinacion de bases de las secuencias individuales, éstas fueron
alineadas. El tamafio del alineamiento multiple correspondié al maximo ndmero de
nucleétidos compartidos entre todas las secuencias, después de eliminar los extremos de
baja calidad. Dicho alineamiento produjo un fragmento total de 653 pares de bases (pb); el

tamano de las secuencias sin alinear vario entre 649 y 651 pb.

111.3 Identificacion y distribucion de los haplotipos

Al comparar las 246 secuencias, se observaron 19 sitios variables: 10 transiciones, 4

transversiones y 6 indels (borrado o insercién) de un solo nucleotido; estos polimorfismos
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resultaron en 29 haplotipos de la region control del ADN mitocondrial para tortuga golfina
en el Pacifico mexicano (Tabla Il). La nomenclatura utilizada en el presente estudio para
aquellos haplotipos que ya habian sido reportados para la especie es la propuesta por
Lopez-Castro y Rocha-Olivares (2005, Tabla 111 en este estudio).

El fragmento de ADN de la regién control analizado en este estudio (653 pb) es
mayor que el de los haplotipos reportados para la especie. Cabe sefialar que los diferentes
haplotipos registrados para la especie, presentaban tamafios entre 399 y 508 pb,
dependiendo de la fuente de origen. Por lo tanto, las comparaciones se realizaron por
separado y unicamente se considerd el area de traslape de los haplotipos reportados y los
encontrados en este estudio. Por esta razon, varios haplotipos de este trabajo puede ser

iguales a un mismo haplotipo reportado por otros autores (Figura 7).

[————— Regidn de control (1259ph) ———
| ARNF= | RH1 | RC | RHZ | ARNSe |
] 653pb Esteestudio
I 488pb Lopez-Castro y Rocha-Olvares (2005)
I 399pb Shankeret al, (2004)
I 418pb Bowenetal, (1998)
| 488pb Brsefo-Duefias (1998)
I 508pb Dutton efal, (1997)

Pro,

Figura 7. Mapa de la regién de control del ADN mitocondrial; ARNt™ "= gen que codifica el ARN de
transferencia de la prolina, RH1= region hipervariable uno, RC= regién conservada, RH2= regién
hipervariable dos, ARNt™™= gen que codifica el ARN de transferencia de la fenilalanina, pb = pares de
bases. Las barras negras representan fragmentos de ADN analizados por diversos estudios.

Las comparaciones indicaron que de los 29 haplotipos registrados en este estudio,
diez ya habian sido reportados para las colonias anidantes de tortuga golfina en esta region
por Brisefio-duefias (1998) y Lopez-Castro y Rocha-Olivares (2005). En la comparacion
con Brisefio-duefias (1998) se encontré que el haplotipo Lol4=R, Lol5=T, Lo21=M,

Lo22=W y Lo024=R (Apendice I, Tabla Ill); sin embargo, esta comparacion se encuentra
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basada en un fragmento de sélo 488pb (Figura 7, Apéndice 1). Las igualdades en la

comparacion con LoOpez-Castro y Rocha-Olivares (2005) fue la siguiente: Lo1=N, Lo5=0,
Lo7=V, Lo9=L y Lo13=U (Clave de acceso GenBank: AY920519-AY920523) (Tabla III,

Apéndice 11).

Tabla I1.

Sitios variables entre los haplotipos de Lepidochelys olivacea encontrados en la zona de
estudio. Los nimeros representan la posicion de la base con respecto a la secuencia del haplotipo N en
direccién 5°-3°. El primer nucleétido de los haplotipos encontrados corresponde al nucledtido 15510
del genoma mitocondrial de L. olivacea (clave de acceso en GenBank: AM258984).

Haplotipo

Posicién del Nucledtido
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L Nuevos sitios variables de la region control del ADN mitocondrial encontrados en este estudio.
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Tabla I11. Haplotipos de la region control de ADN mitocondrial de Lepidochelys olivacea encontrados
en distintas zonas de anidacion de la especie. Los haplotipos con terminacion RB son los descritos por
Brisefio-Duefias (1998), con terminacion AF son tomados de Bowen et al. (1998), con terminacion AY
son tomados de Ldpez-Castro y Rocha-Olivares (2005) y de Genbank en cuyo caso, se muestra el
ndmero de acceso. En paréntesis se muestran las sinonimias de los haplotipos (tomado y modificado de
Ldpez-Castro, 2004). En color gris se muestran los haplotipos encontrados en este estudio.

Atlantico India Indopacifico Australia Costa Rica Meéxico NuUmero de acceso
EAF
FAF AF051773
JAF (ARB)  ARB (JAF) AF051774
KAF KAF AF051775
NW1 AF513542
NW2 AF513547
NW3 AF513544
NW4 AF513545
NW5 AF513546
HAF
IAF
DRB
GAF
BRB (MAY)*

LOU U40661
LAF (ERB) | LAY (ERB) AY920519
OAF (NRB) = OAY (NRB) AY920521
NAF (KRB) = NAY (KRB) AY 920520

CRB (QAY)*

FRB (RAY)*

GRB (SAY)*

IRB (TAY)*
UAY (MRB) AY920522
VAT (ORB) AY920523

PRB (WAY)*

* Nomenclatura propuesta por Lopez-Castro y Rocha-Olivares (2005).
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De los 29 haplotipos encontrados, el 52% (11 haplotipos) fueron haplotipos privados,
es decir, solo se presentaron en una zona de anidacion. Nayarit fue la zona de anidacion
mas polimdrfica con un total de 11 haplotipos, de los cuales sélo dos fueron privados
(Tabla 1V, Figura 8).

Tabla IV. Frecuencia relativa (%) de los haplotipos de la region control de ADN mitocondrial
encontrados por zona de anidacién a lo largo del Pacifico mexicano; en color gris se muestran los
haplotipos privados.

Zona de anidacion
Haplotipo Total
BCS Sinaloa Nayarit Jalisco Colima Guerrero” Michoacdn” Oaxaca Chiapas

N 80 60 33 57 57 72 33 63 63 59.8
@] 7 10 17 4 10 6 6 3 3 8.5
R 3 3 - - 10 - 17 7 - 4.1
Lo2 3 - 13 - - - - 3 3 2.8
U - 3 - - - - 17 - 7 2.4
T - 7 - 1 3 6 - - 3 2.4
Lol8 - - - 1 3 - 6 3 7 2.4
L - 3 7 2 - - - - 2.0
M - 3 3 - - 6 - 7 - 2.0
\% - 7 3 - - - - - 3 1.6
Lo10 - - 7 - - - - 3 3 1.6
Lol2 - - 3 - - 6 - 3 - 12
Lo3 - - - - 7 - - - - 0.8
Lo4 - - - - 3 - - - 3 0.8
Lo8 - - 7 - - - - 0.8
Loll - - 3 1 - - - - - 0.8
Lol19 - - - - 7 - - - - 0.8
Lo6 - - 3 - - - - - - 0.4
Lol6 3 - - - - - - - - 0.4
Lo17 3 - - - - - - - - 0.4
L020 - - - - - - - 3 0.4
W - - - - - 6 - - - 0.4
Lo23 - - - 1 - - - - - 0.4
Lo24 - - - 1 - - - - - 0.4
Lo25 - - - 1 - - - - - 0.4
Lo26 - - - 1 - - - - - 0.4
Lo27 - - - - - - - 3 - 0.4
Lo28 - - - - - - - 3 - 0.4
L029 - 3 - - - - - - - 0.4
Haplotipos
privados 33 11 18 40 33 17 0 20 10 52
(%)

* Tamafio de muestra de 18 individuos, para todas las demas se obtuvieron 30 individuos.
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Le siguen en orden descendiente las zonas de Jalisco, Oaxaca y Chiapas con diez
haplotipos y Sinaloa con nueve. Las zonas de anidacion con menor nimero de haplotipos
fueron Michoacéan con cinco haplotipos y Colima, Guerrero y Baja California Sur con seis
haplotipos; cabe sefialar que en Michoacan no se observaron haplotipos privados, por otro
lado Jalisco fue la zona de anidacion con mayor nimero de haplotipos privados (4) (Tabla
IV, Figura 8).

N fue el haplotipo mas abundante, observado en el 60% de los individuos en
promedio en todas las zonas de anidacion, seguido por el haplotipo O con el 9%; ademas,
fueron los Unicos haplotipos que estuvieron presentes en todas las zonas de anidacién. El
resto de los haplotipos presentaron abundancias menores al 2 (Tabla IV, Figura 8).

I11.4 Diversidad genética

Para el caso de Baja California Sur, se consider6 a las siete playas como una sola region
debido a que en todas las playas se muestrearon menos de 10 individuos (Tabla I).

Por otro lado, al comparar a Nayarit y Jalisco por playas, no se encontraron
diferencias significativas en la diversidad genética (p>0.05; t-Student Hutcheson, 1970).
Por esta razén, se decidio estimar la diversidad como una misma zona de anidacion (Tabla
V).

En el caso particular de Oaxaca, no se muestra la diversidad genética de las otras dos
playas (Barra de la Cruz y San Juan Chacagua), ya que se obtuvo un bajo e insuficiente

numero de organismos (n=3) para estimar diversidades locales (Tablas I y V).
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Figura 8. Distribucion y frecuencia relativa de los haplotipos de la region control del ADN mitocondrial de Lepidochelys olivacea por zona de
anidacion a lo largo del Pacifico mexicano; en color blanco se muestran los haplotipos privados y en colores los compartidos, H=nGmero de
haplotipos.
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En general, se observaron altos valores de diversidad haplotipica (h); el valor mas
bajo fue para la peninsula de Baja California Sur (h=0.363), y el mas alto fue para Nayarit
(h=0.853) (Tabla V; Figura 9).

Tabla V. Indices de diversidad genética de las zonas de anidacion de Lepidochelys olivacea a lo largo del

Pacifico mexicano. Entre paréntesis se muestra la desviacion estandar.

. Diversidad Diversidad
Zona de anidacién Tamafio de No. haplotipica nucleotidica
muestra Haplotipos
h (x DS) 7 (£ DS)
Baja California Sur 30 6 0.363 £0.111 0.00081 +0.00077
Sinaloa 30 9 0.637 £0.098 0.00209 +0.00148
Nayarit 30 11 0.853 £0.047 0.00243 +0.00165
Platanitos 15 9 0.914 +0.052 0.00275 +£0.00188
Nuevo Vallarta 15 6 0.790 +0.078 0.00205 +0.00151
Jalisco 30 10 0.671 £0.092 0.00215 +0.00151
El Salado 13 4 0.615 +0.136 0.00169 £ 0.00133
Playén de 17 8 0.728 +0.114 0.00255 +0.00176
Mismaloya
Colima 30 8 0.669 £0.091 0.00242 +0.00165
Guerrero 18 6 0.490 £0.142 0.00113 +0.00099
Michoacéan 18 5 0.667 £0.103 0.00260 +0.00178
Oaxaca 30 10 0.602 £0.104 0.00156 +0.00119
La Escobilla 24 8 0.563 £0.119 0.00159 £ 0.00122
Chiapas 30 10 0.602 £0.104 0.00166 +0.00125

La diversidad haplotipica de Baja California Sur es significativamente menor a la de
las otras zonas de anidacion con excepcion de Guerrero, Oaxaca y Chiapas (p<0.05; t-
Student). Por otro lado, la diversidad haplotipica de Nayarit es significativamente mayor a
la de todas las zonas de anidacion (p<0.05; t-Student).

La diversidad nucleotidica (r) presentd bajos valores; el valor mas bajo fue el de Baja
California Sur (z=0.000811), y el més alto el de Michoacan (z=0.002600) (Tabla V). No se
encontraron diferencias significativas para la diversidad nucleotidica entre ninguna de las

zonas de anidacion del Pacifico Mexicano (p>0.05, Figura 10).
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Figura 9. Comparacién de la diversidad haplotipica entre las zonas de anidacion de Lepidochelys
olivacea en el Pacifico mexicano; las barras representan la desviacion estdndar de cada valor.
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Figura 10. Comparacion de la diversidad nucleotidica entre las zonas de anidacion de Lepidochelys
olivacea en el Pacifico mexicano; las barras representan la desviacion estandar de cada valor.
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111.5 Estructura genética

El andlisis de varianza molecular, considerando como distancia genética la matriz de
distancias basada en el modelo evolutivo que mejor se ajustd a nuestros datos (K81uf+l),
produjo un valor global de &st de 0.017 (p=0.036). Esto indica que existen diferencias
pequefas pero significativas entre las distintas colonias anidantes de tortuga golfina en el
Pacifico mexicano; aunque sélo el 1.73 % de la varianza ocurrid entre colonias (Tabla V1).

Tabla VI. Resultados del analisis de varianza molecular considerando a todas las colonias anidantes
dentro de un mismo grupo.

o Grados de Suma de Componentes  Porcentaje de
Fuente de variacion . - N
libertad cuadrados de la varianza variacion
Entre poblaciones 8 0.008 0.00001 1.73
Dentro de poblaciones 237 0.154 0.00065 98.27
Total 245 0.162 0.00066

indice de fijacion ®sr = 0.017 (p=0.036)

El analisis global de @st no permite determinar qué colonias anidantes se encuentran
diferenciadas, por lo que se realizd un analisis de diferenciacion por pares de colonias.
Algunos valores pareados de @st mostraron diferencias significativas entre colonias
anidantes de L. olivacea en el Pacifico mexicano en las pruebas individuales (p<0.05, Tabla
VII).

Dichas comparaciones mostraban un porcentaje de varianza molecular entre 3.7 y
9.3% entre las localidades comparadas (Tabla VI1I). Sin embargo, después de la correccion
de Bonferroni (Rice, 1989) esas comparaciones no fueron significativas para el conjunto de

las 36 comparaciones (Tabla VII).
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Tabla VI1I. Valores de ®st pareados (bajo la diagonal) y sus niveles de significancia (sobre la diagonal).

ir?ir(ljig%n BCS Sinaloa Nayarit Jalisco Colima Michoacan Guerrero Oaxaca Chiapas
BCS 0.16 0.03" 0.24 0.33 0.03Ms 0.61 0.35 0.30
Sinaloa 0.014 0.04" 0.80 0.75 0.23 0.50 0.42 0.17
Nayarit 0044 0036 0.04 M 0.12 0.03 N 0.06 0.09 0.06
Jalisco 0.015  -0.016 0.037 0.64 0.15 0.31 0.63 0.02"
Colima 0.004  -0018 0022  -0.012 0.52 0.35 0.72 0.36
Michoacan o093 0017 0065 0025  -0.014 0.05 0.16 0.02"
Guerrero 0007  -0.004 0.043 0.004  0.005 0.077 0.36 0.30
Oaxaca 0.001  -0.005 0.030  -0.011  -0.016 0.028 0.001 0.005"™
Chiapas 0.005  0.014 0026 0041  0.007 0.070 0.006 0.038

Ns: no significativo después de la correccion secuencial de Bonferroni (Rice, 1989).

Para evaluar el nivel de diferenciacion genética entre las colonias peninsulares y las
continentales, se agruparon las frecuencias haplotipicas desde Sinaloa hasta Chiapas
(continente) y se compararon con las frecuencias haplotipicas de Baja California Sur
(peninsula). No se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos (®sr= 0.0013;

p=0.34), es decir, no existen diferencias genéticas entre las colonias anidantes peninsulares
y las continentales (Tabla V1II).

Tabla VIII. Resultados del analisis de varianza molecular considerando a la colonia anidante de Baja
California Sur dentro de un grupo y al resto de las colonias dentro otro grupo.

o Grados de Suma de Componentes  Porcentaje de
Fuente de variacion . - L
libertad cuadrados de la varianza variacion
Entre poblaciones 1 0.661 0.00081 0.13
Dentro de poblaciones 244 150.880 0.61836 99.87
Total 245 151.541 0.61917

indice de fijacion ®sr = 0.0013 (p=0.34)
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111.6 Flujo genético entre colonias anidantes

Las estimaciones de Nm obtenidas a partir de los @st entre colonias anidantes de L.
olivacea del Pacifico mexicano reflejaron altos niveles de flujo genético entre ellas. El
valor mas bajo de flujo genético fue entre Baja California Sur y Michoacan (Nm=5);
también se observaron bajos valores entre Michoacan y Guerrero, Nayarit y Chiapas
(Nm=6, Nm=7, Nm=7, respectivamente, Tabla I)X). Dichos valores se asocian con los ®sr
mayores que fueron significativos individualmente antes de la correccion de Bonferroni
(Tabla V1I).

El valor maximo de flujo genético fue infinito e indica homogeneidad genética y
panmixia entre estas colonias (cero diferenciacion genética); la colonia de Sinaloa es la que
presenta mayor flujo genético con las otras colonias anidantes (Tabla IX).

Se presentaron valores de cientos de migrantes por generacion entre la colonia de
Colima con las de Guerrero (Nm=104) y Baja California Sur (Nm=114); la de Jalisco con la
de Guerrero (Nm=118) y entre la colonia de Oaxaca con las de Baja California Sur y

Guerrero (Nm=370, Nm=340, respectivamente, Tabla IX).

Tabla IX. Valores de flujo genético (Nm) mitocondrial entre las diferentes colonias anidantes de
Lepidochelys olivacea en el Pacifico mexicano, derivados de los valores de ®sr.

aici)(::c?éen BCS Sinaloa Nayarit Jalisco Colima Michoacdn Guerrero Oaxaca Chiapas
BCS

Sinaloa 35

Nayarit 11 14

Jalisco 32 0 13

Colima 114 0 22 0

Michoacdn 5 29 7 19 0

Guerrero 0 o0 11 118 104 6

Oaxaca 370 0 16 0 0 17 340

Chiapas 97 34 19 12 76 7 89 13

o = Flujo genético infinito. En negritas se muestran los valores de flujo genético que corresponden a los @s7 pareados
que fueron significativos antes de la correccion de Bonferroni.
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111.7 Relaciones filogenéticas entre haplotipos

El arbol filogenético Neighbor Joining reflejo una baja divergencia entre los haplotipos y
una topologia muy compleja. Aunque no fue posible identificar un patrén filogeografico
claro en la distribucion y agrupamiento de los haplotipos, se puede observar la presencia de
varios grupos pequefos (clados; Figura 11).

El grupo basal alberga los haplotipos méas ancestrales de las colonias anidantes de
Sinaloa, Nayarit, Colima Michoacan y Chiapas; no obstante, este clado estuvo pobremente
representado. El clado D se conforma por un haplotipo y aunque estd muy diferenciado del
clado C, s6lo se observo en las colonias de Baja California Sur, Nayarit, Oaxaca y Chiapas.
El clado C, contiene a la mayoria de los haplotipos de las colonias de Nayarit, Guerrero y
Chiapas.

En el “clado B”, estan presentes la mayoria de los haplotipos de las colonias de
Jalisco, Colima, Michoacan y Oaxaca; se puede observar que en este clado existe un nivel
de divergencia muy bajo entre haplotipos. Esto podria obedecer al hecho de que estos
haplotipos solo difieren entre ellos por cambios en uno o dos pares de bases.

Tanto en la colonia de Baja California Sur como la de Chiapas, la mayoria de
haplotipos se encuentran distribuidos en los clados C y B.

El clado A, representa a los haplotipos mas derivados e incluye a la mayoria de los
haplotipos de Sinaloa. Cabe destacar que en este clado el haplotipo privado Lo29 de
Sinaloa es sumamente divergente con respecto a sus haplotipos hermanos.

La presencia de muy pocas ramas con valores de bootstrap no-paramétrico superiores
a 50% refleja la pobre sefial filogenética de estas secuencias y lo endeble de la topologia
obtenida. Dicha cohesividad molecular producto de la baja tasa evolutiva del genoma
mitocondrial de las tortugas, también se vio claramente reflejada en las bajas diversidades
nucleotidicas (Tabla VI).
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111.8 Demografia historica

La baja divergencia inter-haplotipica también se manifest6 en la distribucion de diferencias
inter-haplotipicas de las secuencias de los haplotipos de tortuga golfina, las cuales muestran
que el nimero de diferencias pareadas entre haplotipos fue bajo. La colonia de Guerrero
presentd el menor nimero méximo de diferencias pareadas (4), mientras que el valor mayor
fue para las colonias de Sinaloa y Jalisco (8 en ambos casos).

La mayoria de las colonias anidantes presentaron una distribucion unimodal,
principalmente en el valor de cero diferencias, reflejando la predominancia del haplotipo N.
Aunque en las colonias de Colima y Michoacan parece existir una distribucién multimodal
consistente con una poblacion en equilibrio demogréafico estable (Figura 13; Harpending,
1994), la prueba de bondad de ajuste (Ho: existe un evento de expansion demogréafica en las
colonias) y la falta de significancia de la misma (p>0.05) indica que todas las colonias, con
excepcion de Oaxaca, se ajustan al modelo de expansion repentina (Tabla X).

Los parametros 6y y 61 del modelo sugieren que la mayoria de las colonias anidantes
han experimentado un incremento en el tamafio poblacional, especialmente en Nayarit,
donde se observo un incremento considerable. Para la colonia de Baja California Sur este
incremento ha sido en menor magnitud que en las otras colonias (Tabla X).

Tabla X. Andlisis de la demografia historica de las colonias de Lepidochelys olivacea en el Pacifico

mexicano: los parametros del modelo de expansion repentina de Rogers y su prueba de bondad de
ajuste.

Colonias anidantes

BCS Sinaloa Nayarit Jalisco Colima Guerrero Michoacan Oaxaca Chiapas

Parametros

H 6 9 11 10 8 6 5 10 10
T 3.000 1.035 1.666 1.094 3.596 1.482 3.342 0.471 1.816
6o 0.000 0.854 0.000 0.830 0.002 0.004 0.000 0.000 0.000
61 0.563 2212 99999.000 2.771 2.077 1.156 2.629 99999.000 1.883

Prueba de bondad de

ajuste

S.D.D 0.00659  0.00148 0.00653 0.00103  0.03236 0.00452 0.02454 0.06640 0.00199

p 0.51600  0.92100 0.31900 0.94300 0.36500 0.75800 0.47500 0.02300 0.90200

H es el numero de haplotipos, 1= 2ut, donde p es la tasa de mutacion especifica del fragmento, t es el tiempo en
generaciones desde la expansion, 8,= 2luUNg antes de la expansion, 6,= 2N, después de la expansion, L es como arribay N
es el tamafio efectivo de la poblacién. S.D.D. es la suma de las desviaciones cuadradas, p es la significancia.
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Figura 12. Distribucion de diferencias inter-haplotipicas con base en las secuencias de los haplotipos de
la regién control del ADN mitocondrial de Lepidochelys olivacea en el Pacifico mexicano.
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V. Discusion

V.1 Diversidad genética

La diversidad genética de la region control mitocondrial de L. olivacea es baja encontrada a
lo largo del Pacifico mexicano, lo que generalmente se ha observado en tortugas marinas,
dulceacuicolas y terrestres (orden Testudina, Tabla XI; Avise, et al., 1992). Los niveles
bajos de diversidad genética se relacionan con la baja tasa evolutiva del ADN mitocondrial
en Testudinos, a diferencia de otros grupos de vertebrados. Se han reportado altos valores
de diversidad genética de la region control en la Pardela Balear (Puffinus mauretanicus, h=
0.94 y n= 0.03) y en Ballena Jorobada (Megaptera novaeangliae, h=0.90 y == 0.01) (Juste
et al., 2006; Falconi y Caballero, 2007).

Tabla XI. Comparacion de la diversidad genética de la region control del ADN mitocondrial de
diferentes especies de tortuga marina; n= tamafio de muestra, H= nimero de haplotipos, h= diversidad
haplotipica y a= diversidad nucleotidica.

Especie Region n H h n Fuente

Lepidochelys olivacea Pacifico mexicano 246 29 0.62 0.0019 Este estudio

Eretmochelys imbricata  Gran Caribe 103 21 050 0.006 Bassetal.(1996)
Chelonia mydas Océano Indico 288 7 0.42 0.0219 Bourjeaetal. (2007)
Caretta caretta Atlantico 249 10 0.67 0.0230 Encaldaetal. (1998)
Dermochelys coriacea ~ Mundial 175 11 0.66 0.0015 Dutton et al. (1999)

Esta baja tasa evolutiva puede estar relacionada con el largo periodo generacional en
la mayoria de los Testudinos (Avise et al., 1992). Por ejemplo, en tortugas marinas la edad
de primera madurez ocurre aproximadamente entre los 13 y 50 afios, que esta entre las mas
tardias conocidas entre los vertebrados. En organismos de tiempo generacional corto, hay
mas replicaciones de ADN en la linea germinal (material genético transmitido a la siguiente
generacion) por afio, y por consiguiente mas oportunidades para mutaciones. Otra
correlacion puede existir con la baja tasa metabdlica de los Testudinos. Martin y Palumbi
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(1993) descubrieron que existe una fuerte correlacion positiva entre la tasa metabodlica y la
tasa de sustitucion del ADN nuclear y mitocondrial en los vertebrados estudiados.
Observaron que los tiburones que poseen tasa evolutiva similar a las tortugas y un
metabolismo bajo, muestran una disminucion de 5 a 10 veces mas en la tasa evolutiva del
ADN mitocondrial que la observada en primates y que la mayor tasa evolutiva del ADN
mitocondrial en mamiferos se relaciona con su mayor tasa metabdlica.

La diversidad haplotipica de L. olivacea de este trabajo es similar a la reportada para
otras colonias anidantes del Pacifico Oriental (Brisefio-Duefias, 1998; Lopez-Castro y
Rocha-Olivares, 2005). Por otro lado, en comparacion con el stock de la costa este de la
India, la diversidad haplotipica de las tortugas golfinas del Pacifico es consistentemente
mayor, mientras que el valor de w es menor; siendo el de este trabajo el valor mas pequefio
reportado hasta ahora para el Pacifico Oriental (Tabla XII). Salta a la vista la diferencia
entre el tamafio de muestra y el nimero de haplotipos entre este estudio con lo reportado

por otros autores.

Tabla XII. Comparacion de la diversidad genética de la region control del ADN mitocondrial de
Lepidochelys olivacea en diferentes zonas de anidacion alrededor del mundo; n= tamafio de muestra,
H= ndmero de haplotipos, h= diversidad haplotipica, == diversidad nucleotidica y pb= pares de bases.

Zona de anidacion n H h n pb  Fuente

Pacifico mexicano 246 29 0.62 0.0019 653 Este estudio

Pacifico Oriental* 137 11 0.53 0.0021 488 Lopez-Castroy Rocha-Olivares (2005)
Pacifico Oriental** 101 14 0.60 0.0026 488 Brisefio-Duefias (1998)
Costaestedelalndia 81 8 0.27 0.0030 399 Shanker et al., (2004)

* Se incluyé a Baja California Sur
** No se incluy6 a Baja California Sur

El mayor tamafio de muestra y del fragmento de ADN de este estudio permitio
incrementar la probabilidad de registrar un mayor numero de haplotipos (29) que en los
otros dos estudios (11 y 14; Tabla XII). Brisefio-Duefias (1998) report6 un total de 11
haplotipos, derivados del analisis de 488 pb de la region control del ADN mitocondrial para
el stock del Pacifico Oriental. Shanker et al. (2004) encontraron ocho haplotipos en 399 pb

de la region control del ADN mitocondrial para el stock de la India.
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Con un mayor numero de haplotipos se esperaria que la diversidad haplotipica fuera
mayor; sin embargo, dicha diversidad no difiri6 mucho de lo reportado con menor nimero
de haplotipos. De los 29 haplotipos registrados en este estudio, 15 son haplotipos privados
(52%). A pesar del alto porcentaje de haplotipos privados que se registro, su frecuencia no
superd el 1% dentro de cada zona de anidacion en la que se presentaron y su contribucion a
la diversidad haplotipica no es la que se esperaria con mayores frecuencias.

A pesar del alto niamero de haplotipos, uno solo (N) fue ubicuo y preponderante en
todas las zonas de anidacion, ademas de ser el mas abundante (33-80%), lo que concuerda
con lo reportado anteriormente para la especie en el Pacifico Oriental (Brisefio-Duefias,
1998; Lopez-Castro y Rocha-Olivares, 2005). La predominancia de un haplotipo es una
caracteristica genética de ambos stocks de L. olivacea. En el stock de la India esta
tendencia se encuentra mucho mas acentuada; para una colonia de L. olivacea en Sri Lanka
(h=0.72), en la que se observaron cuatro haplotipos, uno de ellos abarcaba el 47% de la
frecuencia total (Bowen et al. 1998); Shanker et al. (2004) encontraron ocho haplotipos
distintos; sin embargo, la diversidad haplotipica fue baja (h=0.27), ya que un haplotipo
constituia el 85.2% de la frecuencia total.

En cuanto a la diversidad nucleotidica, los valores bajos reflejan una divergencia
somera entre los haplotipos. La mayor parte de los haplotipos encontrados en este estudio
difieren entre si en solo dos o tres pares de bases, lo que posiblemente refleje su origen
reciente. Esto implicaria que no ha transcurrido tiempo suficiente para que se acumulen
mas mutaciones en la region control del ADN mitocondrial, que puedan incrementar la
diversidad nucleotidica y producir una mayor divergencia entre estos haplotipos. También
han sido observados niveles bajos de diversidad nucleotidica por Lopez-Castro y Rocha-
Olivares (2005) para la colonia anidante de Baja California Sur (7= 0.00059) y por Bowen
et al., (1998) para la colonia de Surinam (= 0.0005). Ambos estudios atribuyen esta baja
diversidad nucleotidica a la colonizacion reciente de esta especie en ambas zonas.

En el caso particular de los altos valores de diversidad nucleotidica de la costa este de
la India y los bajos de la haplotipica (Shanker et al., 2004), la explicacion puede deberse a
que aungue son pocos haplotipos, algunos de ellos difieren por mas de 11 pares de bases; es

decir, existe mucha divergencia entre estos haplotipos.
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De manera general, se observa un patron en los niveles de diversidad haplotipica en
el Pacifico mexicano. El valor mas alto se presenta en Nayarit, los valores medios se
encuentran en las zonas de Sinaloa, Jalisco, Colima, Michoacan, Guerrero, Oaxaca Yy
Chiapas y el méas bajo se observo en Baja California Sur. Sin embargo, este patron no se
observa en los estudios de ADN nuclear para esta especie, tales diferencias pueden ser
resultado de las diferentes tasas evolutivas de ambos marcadores. Tanto Lopez-Chavez
(2000) como Rodriguez-Zarate (2008) reportan altos niveles de heterocigosidad para L.
olivacea en el Pacifico mexicano; concluyen que estos valores no reflejan pérdida de
variabilidad genética. Sin embargo, estos altos valores pueden ser producto del alto
polimorfismo que pueden presentar los microsatélites, la especificidad de los mismos y la
inclusion de nuevas localidades.

En un principio se menciond que el efecto de la deriva genética es diferente
dependiendo del tipo de comportamiento de anidacidn de la especie. En playas de anidacion
solitaria se espera un mayor efecto puesto que el tamafio de la poblacion efectiva es menor,
y se vera reflejado en bajos niveles de diversidad genética. Por otra parte, las playas de
anidacion masiva con mayor tamafo efectivo, no se verian tan afectadas por la deriva y se
esperaria mayor diversidad en comparacion con las playas de anidacion solitaria.

En este estudio no se encontraron diferencias significativas en la diversidad genética
entre ninguna de las playas de anidacién solitaria con la de anidacion masiva (p>0.05 para
todas las comparaciones; t-Student), salvo en el caso de Nayarit (h= 0.8529, = 0.00243),
cuya diversidad haplotipica fue significativamente mayor a la del resto de las zonas de
anidacion incluyendo Oaxaca (p< 0.05; t-Student). En el caso de la diversidad haplotipica,
Baja California Sur fue significativamente menor a las deméas colonias con excepcion de
Guerrero, Oaxaca y Chiapas (p< 0.05; t-Student). Esto es consistente con el trabajo de
Lopez-Castro y Rocha-Olivares (2005). Los autores atribuyen esta baja diversidad a
diferentes factores como una fuerte deriva genética asociada con un efecto fundador y una
reciente colonizacion de la peninsula o un cuello de botella producido por la sobrepesca y
la caza furtiva.

Si bien Oaxaca es el Unico estado en el Pacifico mexicano en el que L. olivacea anida

en forma masiva, también es cierto que es uno de los estados donde se ha observado una
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mayor explotacién comercial y captura incidental de la especie. A finales de la década de
los afios setenta se habian extraido méas de 100 000 tortugas por afio, antes del cierre de la
industria en 1981 (Frazier y Salas, 1982). Los impactos de tales tasas de extraccion se
reflejaron rapidamente en los stocks mexicanos: de las cuatro principales playas de
anidacion masiva (Playon de Mismaloya, Piedra de Tlacoyunte, San Juan Chacahua y La
Escobilla), tres se colapsaron a mediados de los setenta (Pefiaflores-Salazar et al., 2001).
Unicamente La Escobilla sobrevivié como playa de anidacion masiva; sin embargo nunca
recupero sus abundancias histdricas. Aunque en 1990 se implemento la veda total para la
captura de tortugas marinas en México, actualmente La Escobilla es una de las playas
donde se registra una alta incidencia de pesca furtiva (Albavera-Padilla, 2007). Aungue se
esperaria que el tamafio efectivo poblacional en playas de anidacion masiva fuera mayor
que el de las solitarias, existen ciertas desventajas que presenta este tipo de anidamiento.
Estas pueden ser una alta tasa de mortalidad densodependiente, atraer y mantener a los
depredadores. Ademas puede existir un riesgo de pérdida catastrofica debido a la inversion
reproductiva en un solo sitio, que si bien no merma el tamafio poblacional tampoco permite
un mayor crecimiento (Bernando y Plotkin, 2007). Esto tendria efecto en el tamafio efectivo
de la poblacion y por consiguiente en los niveles de diversidad genética. El estudio de
Brisefio-Duefias (1998) también reportdé bajos niveles de diversidad haplotipica para
Oaxaca (h=0.61), en comparacion con otras playas de anidacion solitaria como Sinaloa (h=
0.62) y Jalisco (h=0.68).

La alta diversidad haplotipica de Nayarit probablemente se relacione con la tendencia
poblacional en aumento que exhiben la mayoria de las zonas de anidacién de L. olivacea a
lo largo de la costa del Pacifico mexicano (INP, 2000), lo que puede verse reflejado en altos
niveles de diversidad genética. En el caso particular de Nayarit, hasta el 2002 se tenia un
registro de aproximadamente 2000 nidos por temporada reproductiva. Para el 2006 los
nidos registrados eran alrededor de 4000, es decir, las anidaciones se duplicaron en so6lo
cuatro afios (Maldonado-Gasca, 2007). Si bien las otras colonias de anidacién solitaria
también han experimentado un crecimiento poblacional, éste no ha sido tan grande como en
la colonia de Nayarit. A nivel regional, en la zona de la boca del Golfo de California y en

las costas del Pacifico Central se registraron un total de 26 campamentos tortugueros. En
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Sinaloa se registraron cinco campamentos, siete en Nayarit, en Jalisco diez y cuatro mas en

Colima, siendo Nuevo Vallarta, Nay. y el Playon de Mismaloya, Jal., los que presentaron

mayor densidad de anidacion (Figura 13).

De 1990 a 2005, los campamentos tortugueros de Nayarit y areas aledafias, han

mostrado un aumento en el nimero de anidaciones de la tortuga golfina, con un decremento

notable en 2002 por efecto del Huracadn Kena (Figura 14). Trejo et al. (2007) mencionan

que el acoso antropogénico que sufren los organismos en sus zonas de anidacién originales

puede ocasionar que éstos lleguen a lugares alternos y se refleje en un incremento

poblacional.
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Figura 13. Densidad de anidacién maxima registrada en los campamentos tortugueros de la region del
Pacifico Mexicano Central (tomado de Madonado-Gasca, 2007).
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V.2 Estructura y flujo genético

Las colonias anidantes de L. olivacea muestran una estructura poblacional marcada a escala
mundial (Bowen et al., 1998; Shanker et al., 2004), lo que también se ha observado para
otras especies de tortuga marina. Pero en una escala regional los niveles de estructura
genética han resultado pequefios (Lépez-Castro y Rocha-Olivares, 2005; Rodriguez-Zarate,
2008; este estudio) o nulos (Brisefio-Duefias, 1998; Lopez-Chavez, 2000; Aggarwal et al.,
2003; Shanker et al., 2004; Tabla XII1I).

Tabla XIII. Estimadores de estructura poblacional y flujo genético en diferentes especies de tortugas
marinas (Tomado y modificado de Rodriguez-Zarate, 2008); ADNmt= mitocondrial, ADNn= nuclear.

Especie Zona geogréfica di f;\ll’:a\?lecliggién Flujc(),\?fr?)etlco Marcador Fuente

Lepidochelys Global Dsr=0.586* 0.2-45 ADNmt  Bowen et al., 1998

olivacea

L. olivacea indico Osr=-0.01-0.04 2-36 ADNmt  Shanker et al., 2004

L. olivacea Pacifico Oriental ~ ®g;=0.036 7->50 ADNmt  Brisefio-Duefias, 1998

L. olivacea Pacifico Oriental ~ ®g;=0.03 8- ADNnN Lopez-Chavez, 2000

L. olivacea Pacifico Oriental ~ ®g= 0.048* 3- ADNmt g?_PeZ'Ca;ggsy Rocha-
ivares,

L. olivacea Pacifico mexicano Rst=0.00002 6 - ADNnN Rodriguez-Zarate, 2008

FST: 0.21*

L. olivacea Pacifico mexicano g = 0.017* 5-w ADNmt  Este estudio

Dermochelys Global Fsr = 0.415* 0->25 ADNmt  Dutton et al., 1999

coriacea

Chelonia mydas Atlantico y ®gr= 0.33* 1-4 ADNmt  Encalada et al., 1996

Mediterraneo

Eretmochelys Caribe D= 0.63* 0-20 ADNmt  Bass et al., 1996

imbricata

Caretta caretta Global Ogr= 0.638* 0.02-25 ADNmt  Encalada et al., 1998

* p<0.05 (@ significativamente diferente de cero).

En la costa este de la India, tanto los analisis de ADN mitocondrial como los de
ADN nuclear corroboran la ausencia de estructura poblacional, es decir, que las colonias

anidantes de tortuga golfina en esta region conforman una poblacion panmictica (Aggarwal
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et al.,, 2003; Shanker et al., 2004). Los alelos de loci microsatelitales, asi como los
haplotipos mitocondriales, se encontraron distribuidos al azar en las muestras, lo que
sugiere que no existe diferenciacion genética entre las poblaciones en la costa Oriental de
la India. Este hallazgo es consistente con estudios de marcado y recaptura, que han
demostrado que las hembras anidan en mdultiples playas en Orissa (Pandav, 2001). Lo mas
notable es la diferenciacion genética entre las colonias de la India y la colonia anidante de
Sri Lanka. Las tortugas golfinas a lo largo de toda la costa Oriental de la India (~ 1500 km
de Madras a Gahirmatha) comprenden una sola poblacion, mientras que Sri Lanka se
encuentra a solo 500 km al sur de Madras.

En el Pacifico Oriental, los niveles de diferenciacion genética parecen diferir
dependiendo del marcador utilizado, la escala geogréafica y la temporada de colecta de datos
(Tabla XIII).

En este estudio, el analisis de estructura genética de L. olivacea a lo largo del Pacifico
mexicano reflejo un nivel bajo pero significativo de estructura poblacional @ sr=0.017, p=
0.036), lo que concuerda con lo reportado por Lopez-Castro y Rocha-Olivares (2005). Las
comparaciones pareadas entre las zonas de anidacion (Tabla VII), indican que existen
diferencias significativas individualmente entre la colonia de Nayarit con las colonias de
Baja California Sur, Sinaloa, Jalisco y Michoacan; y entre la de Chiapas con las de Jalisco
y Oaxaca, siendo esta Ultima la mas significativa (p=0.005). No obstante, después de la
correccion secuencial de Bonferroni (Rice, 1989), dichas diferencias no son significativas.
Esta correccion somete a la prueba a un criterio de rechazo de la hipotesis nula mas estricto,
corrigiendo la creciente probabilidad de obtener resultados significativos a medida que se
incrementa el nimero de pruebas/comparaciones (Rice, 1989). Lo anterior indica que los
niveles de diferenciacion entre pares de colonias son insuficientes para mantener la
significancia después de aplicar una correccion tan conservativa como la secuencial de
Bonferroni. Esto es congruente con el incipiente nivel de diferenciacion (®st=0.017)
encontrado en la prueba global, cuyo poder estadistico es mayor que el de las pruebas
pareadas y que sugiere que, si bien hay altos niveles de flujo genético entre las localidades,

hay una desviacion significativa del estado de panmixia. Sin embargo, puede ser otro factor
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y no la correccion secuencial de Bonferroni el que esté influyendo en estos resultados
aparentemente contradictorios.

Brisefio-Duefias (1998; ADN mitocondrial) y Lépez-Chavez (2000; ADN nuclear)
habian concluido que las colonias anidantes del Pacifico Oriental conformaban una sola
poblacién genéticamente homogénea. Sin embargo, Lopez-Castro y Rocha-Olivares (2005)
reportaron un nivel de estructura poblacional bajo pero significativo (ADN mitocondrial;
®st= 0.048, p=0.006), a lo largo de los 3000 km del habitat de anidacion de L. olivacea
entre Baja California Sur y Costa Rica. Lo relevante de este estudio radica en la inclusion
de la colonia anidante de Baja California Sur en el analisis de estructura poblacional, y es
precisamente esta colonia, la Unica que presentd diferenciacion genética con dos de las
colonias anidantes (Guerrero y Costa Rica). No obstante, ellos recomiendan que se tomen
con cautela estos resultados, debido a que en su estudio se compararon dos temporadas de
anidacion diferentes y el tamafio de muestra no fue homogéneo para todas las zonas de
anidacion estudiadas.

El estudio de Rodriguez-Zarate (2008), basado en las mismas muestras de este trabajo
y en el andlisis de microsatélites, es el mas reciente sobre genética poblacional de esta
especie en el Pacifico mexicano. Ademas de incluir a Baja California Sur, posee la mayor
cobertura en area geogréafica de la distribucion de la especie, un tamafio de muestra mucho
mayor que el de los otros estudios y un muestreo sinoptico en todas las zonas de anidacion
durante la misma temporada reproductiva (Tabla XIII). Los resultados del estudio fueron
contrastantes; se encontraron niveles de diferenciacion significativos entre las colonias
anidantes de L. olivacea a partir de las frecuencias alélicas microsatelitales (Fst= 0.21,
p<0.05); mientras que al incorporar las distancias genéticas interalélicas, el indice
(Rs7<0.001, p>0.05) obtenido disminuyo y no fue significativamente distinto de cero,
indicando homogeneidad genética (Tabla XIII). Entre las colonias con diferenciacion
genética (después de la correccidn de Bonferroni), se encuentra Baja California Sur.

Para evaluar el efecto de las localidades con mayor o menor diversidad genética en el
nivel de diferenciacion genética global, se excluyeron individualmente las colonias de Baja

California Sur, Guerrero y Nayarit del analisis de varianza molecular (Tabla XIV).
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Tabla XIV. Analisis de varianza molecular excluyendo algunas colonias anidantes; entre paréntesis se
muestra la razon por la que se excluy6 del andlisis.

Fuente de variacion (%)

Localidades excluidas Valor de ~Nivel de
Entre poblaciones  Dentro de poblaciones @7 significancia
Baja California Sur 1.62 98.38 0.016 p=0.053

(Baja diversidad genética)
Guerrero 1.73 98.27 0.017 p=0.040
(Baja diversidad genética

y tamafio de muestra)

Nayarit 1.03 98.97 0.010 p=0.136
(Diferenciacion significativa

antes de Bonferroni)

Nayarit y Baja California 0.82 99.18 0.008 p=10.194

Sur

Estos resultados corroboran el que la inclusion de las colonias de Baja California Sur
y Nayarit puede estar asociada a la existencia de estructura genética. Sin embargo, la
colonia de Nayarit parece influir tambiéen. Rodriguez-Zarate (1998), mediante el indice de
Fst, también encontrd diferencias significativas después de la correccion de Bonferroni
entre la colonia de Nayarit y las de Jalisco y Oaxaca.

La filopatria natal es el paradigma dominante para las migraciones de tortugas
marinas y podria ser la fuente principal de estructura poblacional y aislamiento
reproductivo; aunque la filopatria involucra cierta especificidad geogréafica, al parecer varia
ampliamente. Las frecuencias haplotipicas en las colonias anidantes pueden variar
geograficamente de manera significativa dependiendo de la especie: tortuga caguama
(Caretta caretta) en una escala de 100 km (Bowen et al. 2005), las tortugas verdes
(Chelonia mydas) en una escala de 500 km (Lee et al. 2007), en la tortuga golfina (L.
olivacea) y en la tortuga laud (Dermochelys coriacea) la escala puede abarcar miles de
kilometros(Bowen et al., 1998; Shanker et al., 2004; Dutton et al. 2007).

Como en otras tortugas marinas, la estructura poblacional en L. olivacea se

fundamenta principalmente en el comportamiento filopatrico. Sin embargo, a diferencia de
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otras tortugas marinas L.olivacea parece distinguirse por ser oportunista (Plotkin et al.,
1996) y presentar una filopatria natal no tan estricta de acuerdo con datos de marcaje y
recaptura. Las hembras podrian realizar exploraciones de nuevas areas aptas para
anidacion y anidar en playas distintas en diferentes temporadas reproductivas. Estudios de
marcaje y recaptura de la especie han revelado que el intercambio entre sitios de anidacion
alternativos puede ocurrir, y tener rangos de variacion de 7 a 2500 km (Brisefio-Duefias
1998) e involucrar a mas de un pais (ej. México-Colombia, Costa Rica-Nicaragua).

Estos cambios entre sitios de anidacion son probablemente esenciales para la
prosperidad de las tortugas marinas. Sin embargo, una estricta filopatria natal (en una
escala de millones de afios), seria una estrategia poco adaptativa en el caso de que el
habitat de anidacion cambie y se deteriore por distintos factores (ambientales o
antropogeénicos). El registro de marcaje y recaptura indica que hembras que han sido
marcadas en Oaxaca han sido recapturadas en Jalisco, Michoacan, Guatemala, El Salvador
y Colombia. También existen registros sobre hembras marcadas en Sinaloa que se han
recapturado en Nayarit, Oaxaca y Chiapas. Estas observaciones corroboran los altos
niveles de flujo genético encontrados en este estudio (Nm>20) y los reportados en otros
estudios para el Pacifico mexicano (Brisefio-Duefias 1998; Ldpez-Chavez 2000; Lopez-
Castro y Rocha-Olivares 2005; Rodriguez-Zarate 2008). Estimaciones de Nm mayores de
1-4, indican que el flujo genético es suficiente para mantener un reservorio genético
relativamente homogéneo (Slatkin 1987). Generalmente, los valores pequefios de Nm se
asocian a valores significativos de @st pareados; sin embargo, estas estimaciones deben
considerarse con precaucion, ya que cuando ®st €s cercano a cero no puede ser estimado
con precision el orden de magnitud de Nm (Templeton 1998). Por otra parte, no es posible
distinguir eventos recientes de colonizacion de movimientos contemporaneos entre
colonias anidantes (Bowen et al. 1998).

Al igual que en el estudio de Rodriguez-Zarate (2008), el intercambio genético entre
colonias no responde a un patron geogréfico definido. Se econtraron valores similares de
flujo genético tanto entre localidades separadas por pocos cientos de kilometros, como en

aquellas distanciadas por miles de kilometros. Lo anterior refleja un intercambio de flujo
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genético estocastico que puede estar asociado a requerimientos ambientales y bioldgicos
propios de la especie poco conocidos (Rodriguez-Zarate 2008).

Probablemente la tortuga golfina siempre ha sido una especie con un
comportamiento filopatrico laxo, a diferencia de otras especies de tortuga marina, como lo
que sugieren los estudios de diferenciacion genética en el Océano indico (Aggarwal et al.,
2003; Shanker et al., 2004), donde no existe diferenciacién genética en el ADN
mitocondrial ni en el ADN nuclear. La region del Océano indico alberga la poblacion més
ancestral de L. olivacea a nivel mundial. Estudios de filogeografia de la especie sefialan
que esta poblacion pudo haber servido como fuente para colonizar recientemente los
Océanos Pacifico y Atlantico (Bowen et al., 1998; Shanker et al., 2004). En el caso del
Océano Pacifico la colonizacion pudo haber ocurrido hace aproximadamente unos 300,
000 afos (tomando como referencia el afio 1950; Shanker et al., 2004). Por un lado, es
posible que no haya pasado tiempo suficiente para que las mutaciones acumuladas puedan
ser detectadas. Y por el otro, que la filopatria natal laxa de la tortuga golfina en el Pacifico
Oriental refleje un comportamiento heredado por las colonias anidantes de la India.

Si existe un intercambio genético considerable entre las colonias anidantes de L.
olivacea en el Pacifico mexicano, ¢como es posible detectar niveles de diferenciacion
genética? La explotacion comercial que sufrid la especie de los afios sesenta a finales de los
ochenta resulté en una gran reduccion poblacional de las colonias anidantes en el Pacifico
mexicano. Prueba de ello, es el declive total de algunas playas de anidacion masiva y cuyas
abundancias histdricas jamas se recuperaron. En este sentido, la sobreexplotacion pudo
influir en la pérdida de diversidad genética. Aunque existiera evidencia de un intercambio
genético constante entre las colonias anidantes de L. olivacea en el Pacifico mexicano, hay
que tomar en cuenta que no todas las colonias tenian las mismas abundancias asi como
tampoco el mismo tamano efectivo poblacional o nivel de explotacion. Tal pudo ser el caso
de Baja California Sur, que siendo el limite mas nortefio de la especie, pudo haber tenido
un menor tamafio efectivo poblacional y por ende la deriva génica después de la
sobreexplotacion dejé mas erosionada la diversidad genética. Esto pudo ocasionar que no
se recuperaran tan rapido como las otras colonias, aun con un alto grado de flujo genético.

Lopez-Castro y Rocha-Olivares (2005) reportaron un total de cinco haplotipos para la
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colonia de Baja California Sur como resultado del analisis de 48 individuos. Los haplotipos
registrados en este estudio fueron el L, N, O, U y V. Tanto la diversidad haplotipica
(h=0.16) como la nucleotidicar€0.0006) fueron muy bajas como consecuencia de la
dominancia del haplotipo N en el 91.6% de las muestras y la baja divergencia entre los
cinco haplotipos. Cabe sefialar que en este estudio no se registrd ningln haplotipo privado.

En este estudio se encontraron un total de seis haplotipos para esta colonia a partir del
analisis de 30 individuos. Al igual que en el estudio de Lopez-Castro y Rocha-Olivares
(2005), los haplotipos N y O estuvieron presentes. Sin embargo, se registrd un nuevo
haplotipo (Lo2) y dos haplotipos privados (Lo16 y Lol17), también se observo el haplotipo
R que en el trabajo de Lopez-Castro y Rocha-Olivares (2005) unicamente se encontro en la
colonia anidante de Guerrero. Los niveles de diversidad genética (h=0.36, 7=0.0008)
también fueron bajos debido a la dominancia del haplotipo N (80%) y a la baja divergencia
entre haplotipos.

La colonia anidante de Baja California Sur presenta los valores mas bajos de
diversidad genética en comparacion con las otras colonias anidantes continentales tanto en
este estudio como en el de Lopez-Castro y Rocha-Olivares (2005). No obstante, se puede
observar que la diversidad genética de L. olivacea en esta colonia ha tenido un incremento
en los Gltimos seis afios. No se desmiente el hecho de que Baja California Sur sea diferente
a las otras colonias de L. olivacea en el Pacifico mexicano, y probablemente en el pasado
lo fue mas, pero de acuerdo a la biologia de la especie, quizas esa diferenciacion esta
desapareciendo, lo que puede verse reflejado en el bajo valor del ®st global y su nivel de
significancia.

A pesar de la gran cantidad de estudios genéticos sobre estructura poblacional en
numerosos taxa que se han desarrollado en la ultima década, poco es lo que se puede
generalizar al respecto. Existen muchos desacuerdos acerca de si las estimaciones de flujo
genético son exactas, parciales o engafiosas; si las poblaciones no se han aproximado a un
equilibrio entre el flujo genético y la deriva, supuesto de los modelos utilizados para inferir
el flujo genético, entonces la estructura poblacional deberia ser interpretada en términos de
historia (ej. efecto fundador, eventos de vicarianza, eventos de expansion) en lugar de flujo

genético (Bohanak, 1999). Para cualquier estudio de genética poblacional, a menudo
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existen datos insuficientes sobre el comportamiento, la ecologia, la biogeografia y el uso
de la especie como recurso humano que permitan la discriminacion entre las hipétesis que

consideran estos factores y sus interacciones.

V.3 Filogeografia

Las siete especies de tortugas marinas han existido por millones de afios y entre ellas, las
espescies del género Lepidochelys son las que mas recientemente han divergido de su
ancestro en comun (Bowen y Karl 1996). Algunos linajes como los de las tortugas verdes
(género Chelonia) pueden haber evolucionado independientemente por diez millones de
afios. Sin embargo, las separaciones observadas entre las poblaciones del Atlantico-
Mediterraneo e IndoPacifico de Chelonia mydas, Caretta caretta y L. olivacea
probablemente datan de unos pocos de miles a unos pocos de millones de afios (Bowen y
Karl 1996).

De acuerdo a estudios filogeograficos de L. olivacea (Bowen et al., 1998, Shanker et
al., 2004), la distribucion de esta especie en el Pacifico Oriental es de origen reciente.
Probablemente la colonizacion ocurrié por individuos provenientes del Océano Indico,
cuya poblacion de tortugas golfinas parece ser la mas antigua.

Los bajos valores de diversidad genética, asi como el analisis filogenético de los
distintos haplotipos de L. olivacea de este estudio reflejé una baja divergencia entre ellos.
Esta baja divergencia puede observarse especialmente en los haplotipos agrupados en el
“clado B” (Figura 11), donde parece existir la presencia de un grupo parafilético; la baja
divergencia se refleja en una sefial filogenética muy pobre que ocasiona arboles poco
definidos. Esta baja divergencia puede atribuirse al origen reciente de esta especie en el
Océano Pacifico y a que no haya transcurrido el tiempo necesario para acumular
mutaciones que diferencien en mayor medida a unos haplotipos de otros. Por otra parte, la
distribucion de los haplotipos en las diferentes zonas de anidacion no presenta un patrén
filogeografico claro, la distribucion de los haplotipos parece ser estocastica

independientemente de las colonias que los contienen. Esto coincide con los altos niveles
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de flujo genético observados para la especie en este estudio, y puede corroborar la
presencia de panmixia en las colonias anidantes de L. olivacea a lo largo del Pacifico
mexicano.

Brisefio-Duefias (1998), no encontro evidencia suficiente para confirmar la existencia
de filopatria en las colonias continentales (®st=0.018, p>0.05 y Nm >50). Por su parte, los
resultados obtenidos por Lopez-Castro y Rocha-Olivares (2005) (®st=0.048, p<0.05 y
Nm<16) indican flujos genéticos menores, ademas de un nivel de diferenciacion mayor
entre todas las colonias que, aunados con las diferencias entre Baja California Sur con dos
de las colonias continentales, sugieren la posibilidad de que si exista filopatria de las
hembras en Baja California Sur. Sin embargo, hay que tener en cuenta que estos resultados
pueden estar influidos tanto por una sefial temporal asi como una geografica. Es necesario
validar dicha filopatria con otros métodos como el marcado y recaptura de hembras

anidantes, asi como comparaciones genéticas a largo plazo.

V.4 Demografia histdrica

Se observa un patron muy similar en la distribucion de diferencias inter-haplotipicas de
todas las colonias anidantes de L. olivacea en el Pacifico mexicano. Esta similitud puede
indicar que estas colonias exhiben una misma historia demografica, propia de una
poblacion panmictica. En la mayoria de las colonias se observa una distribucion unimodal,
con la moda en cero diferencias, lo que es consistente con el modelo de una reciente
expansion demografica (Rogers y Harpending, 1992). Lopez-Castro y Rocha-Olivares
(2005) también observaron la presencia de una moda en cero diferencias.

Cabe destacar que en la colonia de Nayarit se presenta una distribucion unimodal en
el valor de una diferencia, esto hace que la curva de frecuencias se encuentre desplazada
hacia la derecha, lo que contrasta con las otras colonias en donde la primera moda se
encuentra en cero diferencias. EI mismo caso fue reportado por Lopez-Castro y Rocha-
Olivares (2005) para la colonia de Costa Rica; ellos argumentan que a partir de esta

distribucion puede inferirse que Costa Rica es la colonia mas antigua y que probablemente
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a partir de ésta se hayan originado, por dispersion, las demas colonias. Sin embargo, en este
caso no podemos hacer tal conjetura, simplemente podemos decir que Nayarit podria ser la
colonia mas antigua del Pacifico mexicano. Por otra parte, esto también podria indicar la
estabilidad de Nayarit en cuanto a tamafio poblacional (Rogers y Harpending, 1992).

El modelo de expansion repentina se ajustd para todas la colonias de tortuga golfina,
a excepcion de Oaxaca (Tabla XI). En 1990, después de casi tres décadas de explotacion
comercial, se establecid la veda total para la captura de tortugas marinas en nuestro pais.
Probablemente esta medida, aunada a la biologia reproductiva de la especie, contribuyeron
a la rapida recuperacion de las colonias en el Pacifico mexicano. Las curvas con forma de
“L” en la distribucion de frecuencias (Figura 13), pueden reflejar el colapso que sufrieron
estas colonias, ya que esta forma es caracteristica de poblaciones que han pasado por
cuellos de botella. Por otra parte, la predominancia del haplotipo N (68%) ocasiona que
muchas comparaciones pareadas sean entre este haplotipo, de ahi que la moda se presente
en cero diferencias. Para el caso de Oaxaca, Marquez et al., (2007) mencionan que esta
colonia ha mostrado una recuperacion sostenida a partir de que los esfuerzos de
recuperacion fueron iniciados, por lo que podemos suponer que ha permanecido mas
estable a diferencia de las otras colonias.

Los parametros del modelo de expansion repentina{ o y 6;) indican que, pese a que
se presenta un crecimiento poblacional en la colonia de Baja California Sur, éste ha sido en
menor magnitud en comparacion con los incrementos poblacionales de las colonias
continentales y en especial con Nayarit, en donde el incremento poblacional ocurrié con
mayor magnitud. LoOpez-Castro y Rocha-Olivares (2005) mencionan que el menor
incremento en el crecimiento poblacional puede estar relacionado con un régimen selectivo
mas severo caracterizado por factores limitantes tales como la humedad. Donde so6lo
aquellos individuos con la habilidad de compensarlos tendrian éxito reproductivo y por
tanto sus descendientes tendran mayores probabilidades de reproducirse bajo condiciones
similares. En contraste con las costas continentales del Pacifico mexicano, se encuentran las
zonas reproductivas mas importantes, la anidacién en la peninsula es menos gregaria, pocas

hembras anidan en esta zona, lo que provoca que el nimero efectivo se mantenga pequefio.
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V.5 Implicaciones para el manejoy la Conservacion

Muchas poblaciones de tortugas marinas se han visto gravemente afectadas por actividades
antropogénicas como la sobrepesca comercial, la captura accidental, la destruccion de
habitats criticos de alimentacion, anidacion y reposo y la contaminacion de los mares
(Limpus 1995), por lo que la mayoria de sus poblaciones en todo el mundo se encuentran
en declive, frecuentemente a niveles criticos (UICN, 1995).

Las herramientas genéticas mas poderosas en el estudio de las tortugas marinas son
aquellas que se orientan a identificar unidades reproductivas demograficamente
independientes (poblaciones) que se encuentran en una o varias playas de anidacion.
Moritz (1999) llama a estas unidades reproductivas “Unidades de Manejo” (UM) vy las
considera sindnimos de los “stocks” pesqueros por su utilidad para propdsitos de
conservacion y manejo. Las UM, serdn entonces poblaciones cuyo nivel de diferenciacion
genética no es necesariamente alto pero que al comportarse como unidades reproductivas
independientes van a acumular discontinuidades significativas en las frecuencias
individuales de conjuntos de alelos compartidos. En muchos casos, la utilizacion de los
marcadores genéticos para la identificacion de las UM representa la Unica opcion para
estos propdsitos y se ha constituido como un punto de apoyo para la toma de decisiones en
programas de conservacién y manejo, junto con otros elementos (p. ej. tasas de natalidad y
mortalidad, sobrevivencia, etc.) dentro de los &mbitos politicos, econémicos y sociales.

A pesar de los signos de recuperacion de L. olivacea en el Pacifico Oriental, los
factores antropogénicos que afectan la viabilidad de las colonias en las playas de anidacion
no han desaparecido totalmente. Entre los de mayor importancia tenemos a la caza furtiva
y la comercializacion ilegal de huevos, la destruccion de areas de anidacion y hébitats de
alimentacion, la captura incidental frente a las costas y a lo largo de sus rutas migratorias,
la falta de vigilancia y aplicacion de la ley.

Por otra parte, la idea de que las tortugas golfinas puedan constituir una poblacion
panmictica (Brisefio-Duefias 1998, Lopez-Chavez 2000) llevé a que todos los esfuerzos de
conservacion se concentraran en las colonias de mayor abundancia donde, evidentemente,

una mayor proporcién de rendimiento reproductivo y de la diversidad genética es protegido
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(Lopez-Castro y Rocha-Olivares 2005). Este enfoque ha sido aceptable, debido a la
dificultad de proteger a todas y cada una de las colonias reproductivas de la especie, un
problema compartido con la mayoria de los recursos marinos (Palumbi 2003). Los
resultados de Lopez-Castro y Rocha-Olivares (2005) indicaron claramente que Baja
California Sur puede ser una colonia reproductivamente aislada, poniendo en duda la idea
de la panmixia en las tortugas golfinas del Pacifico Oriental. La falta de reconocimiento de
la individualidad de la colonia de Baja California Sur en el plan de manejo de las especies
puede dar lugar, y muy probablemente ha conducido ya, a los efectos negativos sobre la
colonia de anidacion de Baja California Sur, su variabilidad genética y su éxito en el futuro
(Lopez-Castro y Rocha-Olivares 2005). Y aunque algunos resultados de este estudio
pueden sugerir homogeneidad genética entre las colonias anidantes de L. olivacea a lo
largo del Pacifico mexicano, las diferencias significativas encontradas en las frecuencias
haplotipicas entre Baja California Sur y las colonias continentales son suficientes para
clasificar a las tortugas golfinas de Baja California Sur como una unidad de manejo
(Moritz 1994), por lo que la proteccion y conservacion de la peninsula en areas de
anidacion debe ser una prioridad en México. Algunos de los resultados obtenidos por
Rodriguez-Zarate (2008) muestran que las colonias de tortuga golfina en el Pacifico
mexicano se comportan como una poblacion panmictica. Sin embargo, las diferencias
encontradas entre pares de poblaciones sugieren que algunas colonias albergan diferencias
genéticas que son reconocidas a partir del andlisis del ADN nuclear, o que permitiria
distinguir a algunas colonias como unidades reproductivamente independientes. Conocer
sobre las tendencias poblacionales de las diferentes colonias anidantes podria brindar
informacion importante, desafortunadamente no existen datos para cada una de las
localidades estudiadas. Con base en lo anterior, el presente trabajo recomienda mantener el
principio precautorio de manejo de la especie basado en Unidades de Manejo
independientes (UM) (Moritz, 1999).

A fin de identificar areas clave para la conservacion, es esencial realizar estudios
continuos de las areas de anidacion durante la temporada reproductiva para obtener
estimaciones mas precisas de informacion basica, tales como la densidad de poblacion,

éxito reproductivo, las condiciones en que se produce la anidacién, asi como la
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continuacion de estudios genéticos (Lopez-Castro y Rocha-Olivares 2005; Rodriguez-
Zarate 2008). La conservacion de las tortugas marinas es un tema complejo y plagado de
conflictos e intereses y existe mucha incertidumbre con respecto a las numerosas facetas
sociales, econdmicas y biologicas (Lopez-Castro y Rocha-Olivares 2005). Si se espera que
la conservacion tenga éxito, se necesitan planes de manejo especificos que incluyan datos
reales sobre las relaciones entre las poblaciones: moleculares, demogréficos y de
comportamiento; involucrando no solo playas de anidacion sino también a los habitats de
alimentacion. En el caso de L. olivacea, son necesarios mas estudios sobre su

comportamiento migratorio y el comportamiento reproductivo de los machos.
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V. Conclusiones

1. El analisis de estructura poblacional de Lepidochelys olivacea reflejé un incipiente
nivel de diferenciacion lo que puede reflejar la reciente colonizacion del Pacifico
Oriental o estar asociado a factores evolutivos de la especie tales como su
comportamiento filopatrico laxo que pudo haber heredado de las colonias anidantes

de la India.

2. EIl flujo geneético parecio estocastico y no correspondié a un patron geografico
definido, lo que también se observd mediante el analisis de loci microsatelitales en
estas mismas muestras. Los altos niveles de flujo genético pueden estar asociados
con la filopatria laxa que exhibe la especie, comportamiento que se ha evidenciado a
través de datos de marcaje y recaptura, y que también ha sido observado en el stock

de la India.

3. La colonia de Nayarit fue la Unica playa de anidacion solitaria que presento
diferencias significativas en la diversidad genética con Oaxaca (playa de anidacion
masiva). Los altos valores de diversidad encontrados para Nayarit pueden estar
asociados al mayor crecimiento poblacional de esta colonia en los Gltimos afios en

comparacion con las demas.

4. La colonia de Baja California Sur no present6 diferencias significativas con Oaxaca,
sin embargo, exhibio los valores méas bajos de diversidad genética de todas las
colonias anidantes. Estos bajos valores de diversidad pueden atribuirse a diversos
factores como: una fuerte deriva genética asociada con un efecto fundador, un
cuello de botella producido por la sobrepesca o una seleccién producida por las

condiciones ambientales extremas de la zona para la anidacion.

5. Los niveles de diferenciacién observados entre pares de colonias fueron

insuficientes para mantener la significancia después de la correccion secuencial de
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Bonferroni, sin embargo, el valor global de ®st refleja la existencia de una
desviacién del estado de panmixia a pesar de los altos niveles de flujo genético
observados. Por lo que este estudio recomienda mantener un principio precautorio

de manejo de la especie basado en Unidades de Manejo independientes.

Para una mejor interpretacion de la estructura poblacional de Lepidochelys olivacea
en el Pacifico mexicano son necesarios mas estudios que involucren las
interacciones entre los habitats especificos de anidacion, reproduccion vy

alimentacion, asi como el comportamiento filopatrico de los machos.
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VII. Apéndices

Apéndice I. Matriz del nimero de diferencias totales (incluyendo indels) entre los distintos haplotipos de ADN mitocondrial de Lepidochelys
olivacea registrados por Brisefio-Duefias (1998) y los encontrados en este estudio; los nUmeros representan diferencias entre cada uno de éstos y
los cuadros en color gris oscuro indican igualdad entre los haplotipos.

Lol Lo2 Lo3 Lo4 Loj Lo6 Lo7 Lo8 Lo% Lo10 Loll Lo12 Lol3 Lo14 Lo15 Lo16 Lo17 Lo18 Lo1% Lo20 Lo2l Lo22 Lo23 Lo24 Lo23 Lo26 Lo27 Lo23 Lo2% PRBE IRE FRE GRE CEB BRE DRE ARB
Lol
Lo2 *
Lo3 1 1
Lo4 2 2 3
Lo3 1 1 2 1
Lo6 2 2 3 4 3
Lo7 2 2 3 1 4
Log 1 1 2 1 * 3 1
Lo@ 2 2 3 4 3 4 4 3
Lo 10 1 1 2 3 2 3 3 2 3
Loll * * 1 2 1 2 2 1 2 1
Lol2 2 2 3 2 1 4 2 1 4 3 2
Lol3 2 2 3 4 3 * 4 3 4 3 2 4
Lo 14 3 3 4 5 4 5 5 4 1 4 3 5 5
Lols 1 1 2 3 2 3 3 2 3 2 1 3 3 4
Lo 16 1 1 2 3 2 3 3 2 3 2 1 3 3 4 2
Lo17 1 1 2 3 2 3 3 2 3 2 1 3 3 4 2 2
Lo 18 1 1 2 3 2 3 3 2 3 2 1 3 3 4 2 2 2
Lol% 3 3 4 3 4 1 3 4 3 4 3 3 1 6 4 4 4 4
Lo20 2 2 3 2 1 4 2 1 4 3 2 2 4 3 3 3 1 3 3
Lo2l 1 1 2 3 2 3 3 2 1 2 1 3 3 2 2 2 2 2 4 3
Lo22 2 2 3 2 1 4 2 1 4 3 2 2 4 5 3 3 3 3 5 2 3
Lo2s 3 3 4 1 2 3 1 2 3 4 3 3 3 6 4 4 4 4 6 3 4 1
Lo24 3 3 4 3 4 3 3 4 1 4 3 3 3 * 4 4 4 4 6 3 2 3 6
Lo2j 3 3 4 3 4 3 3 4 1 4 3 3 3 2 4 4 4 2 & 3 2 3 & 2
Lo26 2 2 3 2 1 4 2 1 4 3 2 2 4 4 3 3 3 3 5 2 3 2 3 4 5
Lo27 1 1 2 3 2 3 3 2 3 2 1 3 3 2 2 2 2 2 4 3 2 3 4 2 4 2
Lo28 1 1 2 3 2 3 3 2 3 2 1 3 3 4 2 2 2 2 4 3 2 3 4 4 4 3 2
Lo29 3 3 6 7 6 7 7 6 3 6 3 7 7 4 4 6 4 6 3 3 4 7 3 4 4 7 1] 4
FRB 2 2 3 2 1 4 2 1 4 3 2 2 4 5 3 3 3 3 5 2 3 0 1 5 5 2 3 3 7
IEE 1 1 2 3 2 3 3 2 3 2 1 3 3 4 1] 2 2 2 4 3 2 3 4 4 4 3 2 2 4 3
FRB 3 3 4 3 4 3 3 4 1 4 3 3 3 o 4 4 4 4 6 3 2 3 6 o 2 4 2 4 4 3 4
GEB 3 3 6 7 6 7 7 6 3 6 3 7 7 2 4 6 6 6 3 7 4 7 3 2 4 6 4 ) 4 7 4 2
CRB 2 2 3 4 3 4 4 3 2 3 2 4 4 1 3 3 3 3 5 4 1 4 5 1 3 3 1 3 5 4 3 1 3
EFE 1 1 2 3 2 3 3 2 1 2 1 3 3 2 2 2 2 2 4 3 0 3 4 2 2 3 2 2 4 3 2 2 4 1
DEE 3 3 ] 7 6 7 7 6 3 4 3 7 7 6 6 ] ] 6 g 7 ] 7 g 6 6 7 ] ] g 7 ] 6 g 7 6
AFB 2 2 3 4 3 4 4 3 4 3 2 4 4 3 3 3 3 3 3 4 3 4 3 3 3 4 3 3 7 4 3 3 7 4 3 3

* |gualdad entre haplotipos debida a la reduccién del tamafio de la secuencia para fines comparativos.



Apéndice Il. Matriz del nimero de diferencias totales (incluyendo indels) entre los distintos haplotipos de ADN mitocondrial de Lepidochelys
olivacea registrados por Ldpez-Castro y Rocha-Olivares (2005) y los encontrados en este estudio; los nimeros representan diferencias entre cada
uno de éstos y los cuadros en color gris oscuro indican igualdad entre los haplotipos.
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