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A.- adenina

C.- citosina

citb.- citocromo b

DNA.- acido desoxirribonucleico

G.- guanina

Ma.- milloncs de afos

mtDNA.- DNA mitocondrial

NADEH .- nicotinamida-adenin-dinucleédtido en su forma reducida

NDd4-leu.- fragmento del miDNA comprendido entre los genes que codifican para
fa NADH subunidad 4 y la leucina

NEP.- nodo cvolutivo provisional E
PCR.- siglas ¢n inglés de 1a reaccién en cadena de la polimerasa

RFLP.- siglas en inglés de¢l polimorfismo cn~|on'gitudv de los fragmentos dc
restriccion . U

RNA.- Acido ribonucleico
S.- transicién
T.- timina

V.- transversién




En los ultimos afos la region de control del NDNA mitocondrial ha sido
utilizada por varios autores como herramicnta para el estudio fino de la
estructura poblacional de las diferenies especies de tortugas marinas y para la
identificacién del origen aatal de algunos individuos. fara seguir haciendo un
uso adecuado de este marcador molecular, ¢s necesario conocer algunos detalles
de su evolucion. con ¢l fin de aplicar los modelos que mas se apeguen a su
dindmica de cambio. Bajo ¢ste contexto, cn ¢l presente trabajo se analizaron los
patrones de sustituciéon nucleotidica de Ja regidn de control mitocondrial de
tortugas marinas, utilizando 88 haplotipos diferentes obtenidos de las sicte
especies cxistentes.

Sc estimé que la regién de control mitocondrial de tortugas marinas tiene
una tasa de sustitucion nucleotidica de 0.17-0.32% sustitucionces/sitio/linaje/Ma y
no se encontrd cvidencia de un efecto de saturacion de mutaciones como el que se
ha reportado para el citocromo b en este grupo de quclonios. L.a variacién en la
region de control sc distribuye de manecra homogénea a lo largo del gen, no sc
acumula en los exiremos 5° y 3° como ha sido reportado en otros vertebrados y
presenta tres pequecilos bloques totalmente conscrvados en todas las secucncias
analizadas. Por otro lado, no existe una representacion homogeénea de los cuatro
nucledtidos, ya que la adenina y la timina son mas frecuentes que la citocina y la
guanina. En cuanto a tipos de cambio. las transiciones son mas comunes quc las
transversiones aunque tampoco cn €éstas se prescnta un efecto de saturacién aun a
niveles de divergencia que abarcan hasta mas de 60 millones de afos. Dentro de
las transicioncs, los cambios entre purinas son los mds frecuentes.

A través del arbol de genes construido se encontré que existe una marcada
separacién cntrec los haplotipos de Chelonia mydas del Atlantico y del Pacifico,
que no hay evidencia que apoyc ¢l nivel de especic de C. agassizi y que cxiste

incertidumbre cn la ubicaciéon de los géncros Natarer y Lepidochelys en las tribus

Carettini o Cheloni



Los marcadores molcculares se han convertido en herramientas muy Otiles
para el estudio de la filogenis en diferentes niveles jerarquicos de divergencia

evolutiva, desde identidad gendética y parcntesco, hasta diferenci

acion entre

poblaciones o cntre especics, asi como historia biogecogrifica y filogendética.
Dependicndo del nivel jeriarquico que se quicre cestudiar, sc sclecciona el
marcador moleccular mas apropiado (Avise, 1994).

Para utilizar adecuadamente los marcadores molccularcs ¢©s necesario
conocer sus patroncs cvolutives, ya que ecstos pucden variar entre grupos
taxonémicos, dentro y entre loci (Avise, 1994). Por cjemplo. las difcrentes tasas
de cambio llegan a estar asociasdas a ciertas regiones y no son un fendmeno
gencral del genoma; ademas, la composicién nuclcotidica de las sccucncias llega
a variar significativamente entre difecrentes loci (Herbert y Easteal, 1996). Por lo
tanto, para estimar la difercnciacion genética entre poblaciones y para rcconstruir
relaciones evolutivas, es nccesario eclegir los modelos matematicos que mejor se
apcgucn a los patroncs de sustitucidn y de composicion nuclecotidica de las
sccucncias estudiadas (Rzhetsky y Neci, 1995).

£l DNA mitocondrial (mtDNA) posec caracleristicas cvolutivas tan
particulares, que ha llcgado a ser considerado por varios autores como el
marcador molecular mas cercano a lo ideal para los analisis filogenéticos
(revisado en Rand, 1994). Por cjemplo, mediante ¢l andlisis del mtDNA sc¢ puede
demostrar si la diferenciacién gencética reflejada en la filogenia matriarcal (ya
quc en los organismos con reproduccién sexual, esta molécula sc hereda sélo por
via materna) corrcsponde con las subdivisiones poblacionales y unidades
taxonémicas cstablecidas por evidencia ctolégica o morfolégica. Este cnfoque es
particularmente atil en los casos dondc cl andlisis ctolégico o morfolégico es
controvertido o no conclusivo, lo cual es comun cntre las especics de tortugas
marinas (Bowen er al., 1991 y 1992).




Dentro del mtDNA existe una porcion no codificadora conocida como la
“regién de control™, por dominar la replicacion de este genoma y la transcripcién
de los RNAs que conticne. Este fragmento evoluciona de tres a cinco veces mas
riapido que el resto del mtDNA, quizas por la falta de limitaciones relacionadas
con la codificacién (Wenink er a/., 1994). Sc ha demostrade que ¢l nivel de
variacién gendtica de este fragmento es util para cl andlisis filogenético
intraespecifico (Brown ¢7 al., 1993) y varios investigadores o han escogido como
herramienta para cl estudio fino dc la estructura poblacional de las difercntes
especies de tortugas marinas y para la identificacién del origen natal de algunos
individuos (revisado en Abreu-Grobois e¢r al,. 1996).

Hoy c¢n dia se cuenta con las secucncias publicadas por diversos autores de
la regidn de control mitocondrial de varias colonias anidadoras de todas las
especies de tortugas marinas, sumando mds dec 85 haplotipos diferentes, los
cuales han sido compilados y puestos bajo un mismo formato y alineacién con el
propdsito de facilitar ¢l acceso a esta informacién en cstudios comparativos
(Abrcu-Graobois er al., 1996). ’

El prescnte trabajo utiliza cste material con el fin de analizar la dindmica
de cambio dec estc gen del mitDNA en particular, ya que como Hillis y Moritz
afirman (en Zhu ef al., 1994), “la utilidad de un marcador molecular determinado
siecmpre sc ve afectada por su tasa cvolutiva y por sus patrones dec sustitucién

nucleotidica™

Las tortugas marinas y los alcances de las técnicas moleculares

Las lorlugas mar nas apatccncron hncc nproxlmndamcnle 135 millones de

ailos, cvolucnonando a par cilas tortugas terrestres. Junto con algunns iguanas
epulcs ndaptados al medio. ‘marino que han




TABLA!
Orden Testudines.- Todas las tortugas dulceacuicolas, terrestres y marinas.

Familia Dermochelyidae Especics:

Género Dermochelys D coriacea (tortuga laid)

Familia Cheloniidae

Tribu Chelonini
Género Chelonia € mydas (tortuga verde)
C agassizi{tortuga prieta)
Género Natator . depressus (tortuga kikila)
Tribu Carettini
Género Caretta € caretta (tortuga caguama)
Genero Lepidochelys L olivacea {tortuga golfina)
L. kempi (tortuga lora)
Género Erennochelys E. imbricatu (tortuga carey)

Tomado de Bowen et uf, 19932,



tortugas marinas se ha visto incrementado y disminuido, y la competencia ha
dado como resultado la desaparicion de algunas especies y Ia dispersion de otras
(Hughes, 1986). Las especics que ahora conocemos se originaron de la primera

parte dcl Eoceno al 1’| toceno, hace 60 a 10 millones de afos (Marquez., 1990).

Iistos quelonios se encuentran muy bien adaptados al medio marino, poseen

un cuerpo hidrodindmico, su caparazon s¢ encuentra redocido y presentan aletas.

Como ticnen origen cn organismos terrestres, respiran por medio de pulmones.

stema de respiracion anacrobia en sus tejidos y

v embargo, cuentun con un
una distribucion preferencial del oxigeno hacia cicrtos drganos. kista adaptacion
les permite soportar periodos de tiempo muy largos sin salir a la superficie a
respirar (Benabib y Cruz, 1981). Por carecer de un sistema de regulacion de la
temperatura del cuerpo habitan en mares calidos, a excepcion de 1a tortuga laad,
que por haber desarrollado un sistema de termorregulacién por contracorriente
similar al dc¢ los mamiferos marinos, lHega a cncontrarse Guubién en aguas
templadas (Greer er al. 1973). La tortuga laad es el reptil mas ampliamente
distribuido, incluso sc ha llegado a cncontrar cn las costas de la Pcninsula de
Labrador en Alaska (Pritchard, 1980).

Las tortugas verde y carey tienen una distribucion pantropical; la tortuga

caguama subtropical; Ia tortuga golfina también c¢s pantropical pcro sin

encontrarse al norocste de! Atlantico; la tortuga lora se restringe al Golfo de

Meéxico y a las costas dcl cste de Estados Unidos; y por altimo, la tortuga kikila
s6lo sc encucntra cn las costas del norte de Australia (Benabib y Cruz, 1981).
Estas ecspcecies pasan la mayor parte del tiempo cn mar abierto, en zonas
donde sc alimentan de medusas, tunicados. pastos marinos, crusticeos y esponjas,
dependiendo de los hiabitos de cada cspecie. Cuando las tortugas alcanzan la
madurez sexual (ecntre los 15 y 30 aflos de edad, o mas, segin la especie) migran
hacia las costas para aparcarse y anidar. Algunas de las rutas migratorias usadas
por cstos organismos han sido ecstudiadas por medio decl método de marcaje-
recaptura. En ciertos casos sc han calculado distancias rccorridas de hasta 5700

km (Benabib y Cruz, 1981).



Gencralmente, las tortugas marinas presentan una gran fidelidad a su playa
de anidacién, cste fendmeno se ha tratado de explicar por medio de la hipétesis
llamada de la “impronta™, que proponc que las hembras sexualmente maduras
migran para anidar en su playa natal (filopatria) logrando identificarla por Ia

impregnacién cn su mcmoria de alguna caracteristica fisica o quimica dec la

misma (Carr, 1967 cn Allard et al.,
Ilamada *“facilitacién social™, quc supone que ias hembras neédfitas aprenden de
encuentran cn SUS Zonas de

1994). Opucsta a csta hipotesis existe la

hembras mis cxperimentadas con las que sc
alimentacién, siguiéndolas hasta las playas e¢n dondc cstas Gltimas acostumbran
anidar, dec mancra independicnte al sitio de nacimicnto (Hendrickson, 1958).

Si la hip6tesis de la impronta resulta verdadera, entonces cada colonia de

hembras anidadoras constituye una poblacién reproductivamente independicnte, y

por lo tanto, una unidad de mancjo potencial. Este hecho ha tratado de ser

discernido por medio del marcaje tradicional sin mucho éxito, ya quc este método
aporta poca informacion al respecto y s6lo a largo plazo por el bajo porcentaje de

recaptura que se obtiene (Smith er al/., 1978).
La identificacién de unidades poblaciones es importante al menos por dos

razones, la primcra ¢s quc estas unidades pucden diferir significativamente en un
nimero dc caractcristicas demograficas de interds para aquelios que mancjan ¢l

recurso, y la segunda es quc algunas de estas poblaciones pucden estar en peligro

de extinciéon y requicren mas atenciéon que otras (Smith es a/., 1978). En una

vez unos cuantos miles de afos), la

escala de ticmpo cvolutivo certa (tal
dispersién de hembras es suficiente para permitir la colonizacién de hibitats
apropiados préximos a zonas de anidacién establecidas. Sin embargo (como o

muestran datos de rccaptura de marcas y datos aportados por estudios con

mtDNA), ¢! flujo génico mediado por hembras es muy bajo como para tener un

impacto significativo en la dindamica poblacional, en una escala de tiempo

contemporanca. Es decir, si las hembras de una poblacién se agotan, la dispersién
regional no sera suficiente para reprovisionar cl recurso e¢n una escala de tiempo

quc es relevante para aquellos que ticnen en sus manos ¢l mancjo dc ecstas

especcics (Bowen ef al., 1993b; y Avise, 1995).




Ademis de la cvidencia gendtica actual, los registros histéricos indican que
la sobrcc:gplorlncién de poblaciones anidadoras no sec compensa a corto plazo por
reclutamiento a partir de otras zonas dc anidacién (Bowen er af., 1992) como
aqucllias ‘dc tortuga - verde en Gran Caiman, Bermuda y Alto Velo que sc

. cxrlrajqro‘n:cryg‘lds ultimos cuatro siglos (Parsons, 1962 en Bowen et al., 1992) y
como_.rlas-c:orlkqnins dec arribazén de tortuga gollina en ¢l Playén de Mismaloya y
Picdl;n ‘dc"‘:l;lncoyunquc (Marquez ¢t al., 1982) que no han sido recolonizadas por
rcclutamnento natural.

Por otro lado, poco se sabe del impacto que ha tenido la provocada
di‘smmpclén de los nimeros poblacionales de las colonias anidadoras sobre la
compqsicién gendtica de las cspecies. Dicha disminucidn pucde causar la pérdida
de \;a}i;lbilidad genética por deriva génica, disminuyendo la adaptabilidad a un
mi:‘dio} ‘en constante cambio ademas dcl consecuentc incremento en homocigosidad
de muignles reccsiyos parcialmente dcletércos que en poblaciones grandes son
pt.:bco frecuentes (Lande, 1988).

Este panorama rcsalta e¢l gran alcance que tiene el uso de marcadores
molccularcs en el estudio de las poblaciones de las especies de tortugas marinas,
ya quc el conocimiento de las mismas, siemprc traerd mejoras en los planes de

mancjo y conservacién de este reccurso.

El DNA mitocondrial

Los marcadores moleculares son cada vez mais utilizados para estimar
parAmetros genéticos de relevancia en |la biologia de la conservacién, tales como
flujo génico, estructura poblacional, heterocigosidad. asi como para realizar la
caracterizacién gendtica de unidades demogrdficas basicas y las discontinuidades
taxonémicas (Avise, 1995). '

Si uno quisiera especificar las propiedades descadas para un sistema

molecular ideal para estos fines, incluirfamos lo siguiente:




a)que sea distintivo y ampliamente distribuido, de tal mancra que pucdan
realizarse comparacioncs homaélogas seguras cntre una amplia variedad de
organismos; ’

b) que sea ficil de aislar y proccsar;

€) que posca una cstructura gendtica simple, sin caracteristicas complicadas
como DNA repetitivo, clementos méviles, pscudogenes o intrones;

d)que tenga un modo simple de transmisiéon genética, sin recombinacidn u
otros arreglos genéticos;

¢) que evolucione rapidamente.

En un grado significative, cl mtDNA dc los vertebrados concucrda con
todos los criterios mencionados (Avise ef al.,, 1987 y 1995). Es una molécula
" circular, furl"nndn por aproximadamente 16 mil pares dc bases, codifica para cinco
proteinas conocidas, seis marcos de lectura no identificados (Neci, 1987). 13
RN As mensajeros, dos RNAs ribosomales y 22 RNAs 'de transferencia (Avise ef
al.,1987). Ademas de cstos genes, posce cl drea conocida en veriebrados y
equinodermos como “rcgidon de control”, y conocida como la zona "rica en A+T"
en Drosophila, la cual ticne alrededor de 0.8 kilobases dec largo y parece cjercer
control sobre la rcplicacién del! mtDNA (que inicia en esta regién) y la
transcripcion de los RNAs (Avise ¢f a/.,1987).
En cuanto a propicdades cvolutivas, ¢l mtDNA:

a) no presenta intrones, ni secucncias repetitivas, ni pscudogencs o sccuencias
espaciadoras c¢ntre genes (Avise er al., 1987), ¢cn genecral posce
relativamente poca variacién debido a decleciones o insercioncs (Aquadro y
Greenberg, 1983; y Hoclzel er al., 1991);

b)se encuentra libre de recombinacién ya que sélo es heredado por via
materna, por lo tanto, a diferencia det DNA nuclecar, las mutaciones quc
surgen ecn diferentes individuos no son recombinadas durante la
reproduccién sexual (Avise ef al., 1987);

c) cvoluciona en promedio diez veces mas rdapidamente que ¢l DNA nuclear
(Brown et al., 1979). Esta velocidad de cambio puede ser provocada por {)

una alta tasa de mutacidn dcbido a que ¢l mecanismo de correcciédn del




complejo de replicacidn es ineficiente o estd ausente; o ii) existe una alta

tasa de fijaciéon debido a la baja limitacién funcional en los productos del

mtDNA (citocromos, ubiquinonas, RNAs mensajeros, ribosomales o de

transferencia) ya que en la céiula, por cada genoma nuclecar hay varios
genomas mitocondriales, consecuentemente, cualquicr otro cambio en estos

multiples genomas no afecta significativamente la funcién celular (Li y
Graur, 1991).

Por otro lado, conforme ¢l mtDNA ha sido utilizado como marcador

molecular para estudios en difcrentes grupos, sc ha observado que presenta

particularidades en sus patrones cvolutivos, los cuales han tenido que ser

incorporados en los modclos de cstimaciéon de distancias genéticas para hacerlos
mas utiles y reales (Tamura y Nei, 1993; y Zhu er al/., 1994). Entre estos patrones
enconiramos:

a) una composicidon nucleotidica no uniforme;

b)un mayor numero de transiciones que de transversiones (AqQuadro .y

Greenberg. 1983; liedges et al., 1991; Bowen ef al., 1993a; Brown erf al.,
1993;: Tamura y Neci, 1993; Wenink ef al., 1994; y Zhu er al., 1994);

c)una mayor frecucncia dec transiciones cntre pirimidinas que entre purinas
(Tamura y Nei, 1993);

d)diferentes tasas de sustitucion dentro de un mismo gen. ¢n particular sc ha

observado que Jos extremos 5° y 3' de la region de control son mis

variables que la zona media de! fragmento (Hoelzel er al., 199t; Dillon ¥y

Wright. 1993; Tamura y Nci, 1993; y Wenink er al., 1994).

Enfocarse en las particularidades cvolutivas del miDNA puede ayudar a
comprender mejor la historia natural de esta molécula y de los organismos que la
portan (Rand. 1994).



Antecedentes

La historia del uso dec téenicas molecularcs ¢n estudios sobre tortugas
marinas data de 1978, cuando Smith y colaboradores utilizaron proteinas
clectroforéticas de las tortugas verde y caguama, descubriendo que éstas ticnen
baja diversidad genética: de 13 protecinas, sélo una resulté polimoérfica. En 1982,
Frair cn un trabajo con clectroforesis de suero sanguinco, encontréd quc cn varias
cspecies de tortugas marinas existe cierta variabilidad intracspecifica.

Durante varios afos no hubo publicaciones sobre evolucién molecular y
filogenia en tortugas marinas. Fuc hasta los noventa que gracias al dcsarrollo de
técnicas molecularcs tales como la reaccidon cn cadena de la polimerasa (PCR, por
sus siglas en inglés), surgié una nueva seric de estudios moleculares.
izando cl analisis decl polimorfismo en

En 1991, Bowen y colaboradores uti
fongitud dc los fragmentos de restriccidon (RFLP, por sus siglas en inglés) del
mtDNA, demostraron que la tortuga lora es distinta de la golfina cn filogenia
matriarcal y que las dos son especies hermanas con respecto al resto de las
tortugas marinas. La scparacion de estas dos especics data de la formacién del
Istmo de Panama, micntras que la dispersion global de la tortuga golfina ocurrio
recientemente. Este estudio corroboré la taxonomia de la tortuga lora, quc es la
especie de tortuga marina que sc cncucntra en mayor peligro de extincién, y
proporciondé fundamentos cicntificos que justifican el intensificar el cuidado de
Ia Gnica poblacién importante a nivel mundial que queda de esta especic, ¢n
Tamaulipas.

En 1992, Avise y colaboradores encontraron cn un estudie con RFLPs ¢n
Testudines, que ¢l mtDNA de las tortugas tiene una tasa evolutiva varias veces
menor (0.25% Ma) que la convencional para otros vertebrados (2% Ma). Es decir,
en las tortugas se acumulan diferencias en un 0.25% dec los sitios por cada millén
de aftos que dos linajes permanccen separados. Esta baja tasa de evolucién
también ha sido encontrada cn otros organismos que coinciden con las tortugas e¢n
ser ectotérmicos, en posecr una lenta tasa metabélica y cn tencr un largo tiempo

generacional (Martin y Palumbi, 1993).




Bowen y colaboradores (1992) investigaron la estructura poblacional globat
y la historia natural dc la tortuga verde utilizando RFLPs dec mtDNA, cncontrando
también un bajo nivel dc variabilidad y una lenta tasa evolutiva cn rclacién con
otras vertebrados. Por otro lado, demostraron una divisién filogenética entre las
tortugas verdes del Atlintico-Mediterrinco y las de Jos Océanos Indico y
Pacifico. No obtuvicron ninguna cvidencia de una difercnciacién gendtica de la
forma taxondmica del Pacifico Oriental, considcrada por algunas autoridades
como subespcecic (Chelonia mydas agassizi) o como especic (C. agassizéi), pero si
de una subestructura poblacional geografica asociada con cada cucnca occénica.
Dec mancra paralcla, Karl y colaboradores en ¢l mismo afio desarrollaron RFLPs
de loci nuclearcs andnimos en tortugas de la misma cespecie. Este estudio reveld
que existen tasas moderadas de flujo génico mediado por machos a pesar de la
fuerte estructura gendtica sugerida por los linajes matrilineales,

Bowen y colaboradores (1993b) redlizaron un estudio con RFLPs dc
mtDNA con el fin de analizar la estructura de¢ las poblaciones del Atlantico
Nororiental y Mar Mcditerrinco de la tortuga caguama. Los resultados sugiricron
que existe limitacién en el flujo génico contemporineo entre poblaciones
regionales, por lo tanto, las hembras ticnden a anidar en sus playas natales y las
poblaciones anidadoras estudiadas deberian ser mancjadas como unidades
taxonémicas independientes.

En 1994, Allard y colaboradores mediante la secucnciacién directa de Ia
region de control de la tortuga verdce, lograron obtener importante evidencia que
también apoya la fidelidad de las hembras anidadoras a su playa de nacimiento.
En el mismo afio, Norman y colaboradores desarrollaron una serie de primers
ecspecificos para la amplificacién de la regién de control en tortugas de la familia
Cheloniidae y las probaron en poblaciones Indo-Pacificas de la tortuga verde,
encontrando qQue la regién de control evoluciona ocho vecces mais ridpido que'la
tasa promedio de todo cl mtDNA, y quc la tortuga verde de esta zona presenta
varias poblaciones diferenciadas con un minimo flujo génico de hembras, por lo

menos.,



En 1993(a). Bowen y colaboradores realizaron una filogenia molecular para
loﬁugns marinas mediante In sccuenciacién directa del citocromo b (gen del
mtDNA), con cl fin de resolver controversias antiguas acerca de la filogenia del
grupo y estimar tasas cvolutivas. Encontraron que la tortuga kikila no esta tan

cercanamente rclacionada con las Chelonias como se pensaba, que cxiste una
parafilia entrc ia tortugn verde y la pricta, y quc las tortugas goltina y lora son
genéticamente diferentes. Esta misma evidencia se usd para proponer que la
tortuga carcy tienc ancestros carnivoros y no herbivoros como lo habia sugerido
¢l mapco filogendtico de habitos alimentarios (Bowen of al.

1993a). Con fines
similares, Dutton

y colaboradores (1996) sccucenciaron la regidén comprendida
entre los genes que codifican para Ia NADH subunidad 4 y 1la lcucina, ademas de

la regién de contro!l de las ocho cspeciecs de tortuga marina, encontrando que al
unir los datos de¢ ambos fragmentos con los publicados por Bowen y
colnboradores (1993a), s¢ corrobora la filogenia producida sélo por los datos de
citocromo b,

FitzSimmons y colaboradores (1995)

analizaron varios loci de
microsatélites nucleares,

encontrando que la baja tasa de sustitucidon cn cl

mtDNA dc tortugas ¢s similar a la de genes nucleares y que la variaciéon de los

microsatélites cs también consistente con los resultados de los cstudios previos
con mtDNA.

En 1995, Bowen y colaboradores, mediante la seccucnciacion de la region de
contro! del mtDNA demostraron quc las tortugas caguamas juveniles que se
agregan para alimentarse cerca de Baja California tienen origen en las colonias
reproductoras de las playas japonesas. En 1996, Bowcn y colaboradores,
utilizando la misma técnica buscaron el origen de las tortugas carey que sc
alimentan e¢n el Caribe (en su mayoria juveniles). Los resultados mostraron que

cn cstas drcas existe una mezcla de organismos con origen en diferentes playas de
anidacidén.



eny

General

Analizar los patrones de sustitucion nucleotidica de la region de control del

mIiDNA de tortugas marinas.

Pariiculares

1. Estimar la tasa de sustitucion nuclcotidica.
2. Analizar la distribucién de la variacion.
3. Analizar la composicién nucleotidica.

4. Analizar la frecucncia de los difcrentes tipos de sustitucion.

Construir un arbol filogenético para el grupo {drbol de genes) basado cn 88

secuencias de la regién de control mitocondrial,



Secuencias

Para Hevar al cabo el presente trabajo, sc utilizaron las secuencias

producidas por diversos autores mediante ¢l uso de procedimientos v de primers
diferentes, las cuales se muestran en los Anexos |y 2. listas fucron compiladas y
alincadas por Abrcu-Grobois y colaboradores (1996). Las sccucncias sumasn un
total de 88 haplotipos diferentes pertenecientes o las ocho especies actuales de
las familias Dcrmochelyidae y Cheloniidae. En la Tabla Il se espccifican las
sccuencias usadas asi como las citas a las fucntes. La designacion de cada
sccucncia ¢s la utilizada por Abrecu-Grobois 3 colaboradores (1996). en la cual las
dos primeras letras corresponden a las iniciales del géncro y la especie, separadas
por un guién de la clave asignada para c¢ada haplotipo por ¢l propio autor dc la
secuencia, cuyo apellido aparece scparado por una diagonal.

El origen dec cada haplotipo puede ser consultado en fucntes originales.

Tasa de sustitucion nucleotidica

La tasa de sustitucién nuclecotidica de un gen es una medida de la velocidad
con que se acumula variacién en las sccuencias a lo largo dei tiempo. Para
conocerla ¢s necesario estimar ¢l niamcero de diferencias nuclcotidicas presentes
entre dos secucncias (es decir, la distancia gendtica) y relacionarto con el tiempo
de divergencia entre los linajes.

Para ecstimar la tasa de sustitucion nucleotidica de la regién de control
mitocondrial de tortugas marinas, se¢ rclacionaron las distancias gendticas con los
tiempos de divergencia de los linajes bajo comparacién. Los tiecmpos se derivaron

de cvidencia fésil (Figura 1, adaptado de Bowen ¢r af., 1993a):
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Secuencias wiilizadas en este trabajo.

135284y 135283
CC-A: U261

2501224-250140

{no estd en ¢f Gene Bank)
CM-TAT: M93394

ERA,-F,-N.Qy R
U22368 ¥ U37804-U37807

(10 estd ¢n ¢l Gene Bank)

CC: 40438
CM-PA: V30436
LK: U40657

£1: 040658

CA: 040659
CM-AT. Y0660
LO: 40664

ND. U40662
DC: 40603

{00 esti en o Gene Bank)
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{no ¢sta en ¢l Gene Bank)

Laurent er af, 1995 (sin publicar) ~ Atlantico-Meduerraneo

Boweneral 1995
Lahanas eral 1994
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Normaa ef ol , 1994
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Dutton et af, 1995

Dutton er ol 199
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Bowen (siu publicar)
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Indo-Pacifico

Atlantico
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Indo-Pacifico

Atlantico, Pacifico, Caribe

Australia
Pacifico

Golfo de México. Allintico
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FIGURA |
Filogenia y tiempos de divergencia en los diversos linajes de las tortugas marinas.
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e la familia Dermochetlyidac y Ia protoCheloniidoc se separaron hace 100 a
150 millones de aitos (Ma);

e la subfamilia Carettini y la Chelonini hace 50 a 75 Ma;

e cl género Caretta y ¢l géncro Lepidochelys hace 12 a 20 Ma; y

® las cspecics L. olivacca y L. kempi hace 4.5 1 5 Ma

Se estimaron distancias gendticas cntre todas las secucncias disponibles dc
cada par de linajes y se obtuvo ¢l valor promedio. El cémputo de las distancias se
realizé a través del programa para computadora MEGA (Kumar et al. 1993), por
medio del modeclo de dos pariametros de Kimura (1980) quc toma ¢n cuenta que
cexisten diferencias en la frecuencia dec cambios transicionales y transversionales
en ¢l mtDNA de vertebrados, a través de la sipuiente ccuacién:

D= % loge (1 - P - Q) - % loge (1 - 2Q)
P = Ns/N
Q = Nv/N

En donde D c¢s la distancia genética, P es la proporcion de diferencias
transicionales, Q la proporciéon de diferencias transversionales, Ns ¢l namero de
diferencias transicionales entre dos sccucncias, Nv el nimero de diferencias
transversionales y N ¢l namero total de sitios comparados.

Una vez cstimadas las distancias, se clabord una grifica de tiempo de
divergencina contra distancia genética y se procedié a calcular la pendiente de
cada punto con respecto al origen. Esto permite derivar la tasa de sustitucién por
medio de la siguiente ccuacién, que toma ¢n cuenta que a partir del tiempo de
divergencia, cada rama acumula variacién de manera independicnte: )

S = D/2T)

En donde S es la tasa de sustitucién por par de linajes, D es la distancia
promedio entrc las sccucncias y T es cl tiempo de divergencia entre el par de:
linajes bajo consideracién a partir de un ancestro comiGn (“nodo cvolutivo
provisional™- NEP). Sec utiliza una escala de tiecmpo en millones de aflos.. R

Para el presente estudio se estimdé la tasa global de sustitucién por l:inajc.

de dos maneras:




1) la media de las tasas quc fucron calculadas de manera independiente para
cada par de linnjes (Tabla IV);

2)ia pendiente de la porcion de la curva entre el origen y e! punto
correspondicnte a la separacién entre L. olivacea y L. kempi, siguiendo cl
procedimicnto usado por Bowen y colaboradores (1993a) (en ncgritas en la
Tabia I1V).

Variacion y distribucion de la variacion

A través del programa MEGA (Kumar e¢r al., 1993) sc recalizaron
comparaciones parcadas entre todas las secuencias y sc computé cl niamero de

sitios variables ¢ informativos, sin tomar en cucnta a los “gaps™ (ver Glosario). A
partir de cstos datos, se determiné ¢l namero de sitios variables por cada cinco
sitios y sc construyd un histograma con ¢l fin de¢ analizar la distribucién dc Ia
variacién a lo largo dcl gen.

Ya quc las sccucncias utilizadas se generaron bajo condiciones distintas
(primers y algunos procedimicntos distintos) se cncontrd una ligera variacién en
la longitud y en la porcién de la region de control que representan. Para verificar
quc la distribucién de la variacién en la region de control no fucera influenciada
por este hecho, se incluyé el calculo del indice de diversidad de Shannon-Weaver
para cada sitio. Este indice es ampliamente utilizado en c¢cologia cuando sc trata
de describir comunidades, ya que toma en cucnta la presencia de variacién en el
ntmero de los distintos eclementos presentes en cada sitio muestreado y su
abundancia relativa (Begon ¢t al., 1990). Los célculos sec realizaron mediante ta
siguicnte ecuacian:

s
H = -2(p. d(Uog2p)) (tomada de Krebs, 1994)

En donde H es el Indlcc de diversidad por. sitio (en cslc caso el indice de

diversidad nuclcotidica), S es el num:rq de clcmcnlos (los diferentes llpos de

nucledédtidos, es decir, cuatro) y pi es la frecuencia de la idsima-base en cada sitio.

i
i




Sc calculd un indice por cada sitio y sc obtuvo un promedio de los mismos

por cada cinco sitios, con los cuales se construyd una grafica.

Composicién nucleotidica

Mediante el progruma MEGA (Kumar ¢/ a/., 1993) se obtuvo Ila frecuencia
relativa de cada uno de los cuatro nucledtidos (composicién nuclcotidica) en cada
sccuencia analizada. A partir de e¢stos datos sc calcularon medias y coeficientes
de variacién para cada género y para cl conjunto global de secucencias.

Sec aplicaron prucbas de ji cuadrada para la composicién nucleotidica de
cada secucncia. En dichas prucbas, la composicién observada se comparé con la
composicién espcrada de 25% para cada uno de los nucleétidos si la composiciéon
fuera homogénea. Las prucbas sc realizaron bajo la hipétesis nula de que cnure

fos valores observados y los esperados no existen diferencias significativas.

Tipos de sustitucién nucleotidica

Sc¢ rcalizaron comparaciones parcadas cntre todas las sccuencias y sc
computd el numero de transiciones, transversiones y bases idénticas mediante cl
programa MEGA (Kumar ¢r a/., 1993). A partir de cstos datos sc obtuvicron las
proporciones observadas de cada tipo de sustituciéon. Las proporciones esperadas
sec obtuvicron calculando la probabilidad de cambio dada la frecucncia observada
de cada tipo de base (ver matriz de |la Tabla [II). Es importante aclarar quc los
cambios transicionales y transversionales se multiplicaron por dos. ya que cstos
se pueden dar en un sentido o en otro (por cjemplo de A hacia T o de T hacia A).

Sc aplicé una pruecba de ji cuadrada bajo la hipétesis nula de que las
proporciones de cada tipo de sustitucién observadas y esperadas, no son

significativamente diferentes.



TABLAHI

Matriz para el calculo de la frecuencia esperada de cada tipo de sustitucion.

A (fobs. Afobs A) 2{fobs AXfobs T) 2(fobs AXfobs C) 2(fobs AXfobs G)
T (Tobs THTobs T3 2fobs Txfobs € 2fobs Tkfobs.G)
C {fobs CXfobs C)  2fobs. Ckfobs G)
G

{f obs. GX( obs. G}

flobs.= frecuencia observada



Proporcion S/7V

La llamada proporcién S/V es ¢l cociente del numero de transiciones y cl

nimero de transversiones c¢ncontradas al comparar cntre pares de Ssccuencias

homdélogas. Estc pardmetro nos indica si los transiciones ocurrcn tan comanmente
como las transversiones en un fragmento (S§/V=1) o si uno dc estos dos tipos de
sustitucidén ocurrc con mayor [recuencia (S/V > |, cuando ¢l numero de
transiciones cs supcrior. o S/V < ! cuando lo es ¢l namero dc transversiones)
(Kumar er al., 1993).

Sc calcularon las proporciones S/V para cl
modeclo de dos pardmetros de Kimura (1980) usando el programa
sustituciones

conjunto de sccuencias por

medio del
MEGA (Kumar et al.. 1993), ¢l cual estima ¢l namero dc
nuclcotidicas transicionales (S) y transversionales (V) por sitio para cada par de
secucncias a través de la siguiente ecuacién:
S/V = loge (1 - 2P - Q)loge (1 - 2Q) - %%
El conjunto dec datos obtenide se resumié en medias e intervalos para cada

género y para el conjunto global de sccuencias.

Construccion del drbol de genes

La reconstruccion de drboles filogenéticos es un proceso estadistico que
genera una estimacién grafica de las verdaderas relaciones cvolutivas. Es muy
dificil’ conocer ¢l 4arbol de ecspecies verdadero para cualquier grupo de
organismos, sin embargo, es posiblc inferirlo examinando las relaciones
evolutivas de gencs de los organismos en considecracion (Kumar es al., 1993).

Dec los numcrosos métodos que existen para construir drboles filogendticos
a partir de datos molecularcs, sc ulilizé un método de distancia conocido como
Ncighbor-Joining (Saitou y Neci, 1987 e¢n Kumar es al/., 1993) a través del
programa para computadora MEGA (Kumar er alf., 1993). Rccicntemente se ha
probado por medio de simulaciones por computadora que estec método es uno de

los mas cficaces en la obtencidn de una topologia correcta, y que incluso llega a
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scr supcrior a los métodos de caracteres discrctos o dc mixima parsimonia (Nei,
1991 en Kumar cr al., 1993),

El método Ncighbor-Joining es una versidén simplificada del método de
Minima IEvolucién (Saitou ¢ Imanishi, 1989; y Rzhetsky y Neci, 1992 en Kumar ef
al., 1993), en ¢! cual sc utilizan medidas de distancia que coarrigen para cambios
multiples en ¢l mismo lugar, en cste caso las generadas a través del modelo de
dos paramectros de Kimura. Se seleccciona como el drbol correcto, aque!l cuya
topologia muestra ¢l menor valor de la suma (8) de todas las ramas (cxistiran
2m-3 ramas en un arbol con m OTUs).

Rzhetsky ¥y Nei (1993 en Kumar ef al/., 1993) han demostrado que cuando sc
utilizan estimaciones de distancias evolutivas no sesgadas (por cjemplo, las
producidas a través del modelo de 2 parametros de Kimura), la topologia siecmpre
da el valor csperado mas pequeito de S, Por lo anterior, ¢l método de Minima
Evolucion tienc un sdlido fundamento tedrico.

En el caso del método Neighbor-Joining sc examinan difcrentes topologias
y se produce un solo irbol final en lugar de computar un valor S para todas las
topologias. Este método produce drboles sin raiz a menos que se utilice un grupo
externo para encontrarla; sin embargo, cl programa MEGA c¢n ausencia de un
grupo externo (como en cste caso), coloca 1a raiz en ¢l punto medio de la ruta de
conexidn mas larga entre dos OTUs del drbol.

Con ¢l fin de comprobar la confiabilidad del darbol obtenido, se realizo un
analisis conocido como “bootstrap™ o remucstreo analitico a través del programa
MEGA (Kumar ef a¢f., 1993). En csta prueba se remucstrean por simulaciones de
computadora los nucledtidos usados para ¢l arbol, con remplazo, a partir de las
secucncias cn ¢l conjunto de datos originalcs. Este remuestrco sc repite cientos
de veces (en este caso 500 veces) y se determina el nimero dc ocasiones (en
porcentaje) que cada uno de los brazos dcl arbol reconstruido sc repite en la
misma posiciéon en las simulaciones. Entre mas confiable (robusto) sea ¢l brazo
dcl arbol, ¢l valor estard mas cercano al 100%, este valor es conocido como nivel

de confianza segin ¢l remuestreo.
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Tasa de sustitucion nucleotidica

Scgan la teoria del relof molecular, la tasa de cambio de un gen deberia ser
constante entre los diferentes micmbros de un linaje (i y Graur, 1991). Dec ser
asi, al graficar tiempo de divergencia contra distancia genética. sc obtendria una
tinea recta con una pendicnte anica. Sin embargo, sc ha demostrado ¢n estudios
con diversos organismos, que la tasa de sustitucion no ¢s constante cntre los
miembros de un linaje y que ésta disminuyc considcrablemente conforme sc
comparan grupos mids divergentes (>15-20 Ma), provocando que las curvas de
tiempo dc divergencia contra distancia gendtica tiendan hacia una asintota
(Avise, 1994, ¥y Bowen e al.. 1993a). Sc ha sugerido que ecste comportamiento
refleja un efecto de “saturacion™ que se debe a i) la existencia de un namero
limitado de sitios variables en ¢l locus y ii) cstos sitios eventualmente sc saturan
con una proporcién maxima de mutacioncs (Avise, 1994). En 1a Figura 2 sc
observa que la region dc control de las tortugas marinas npo prescnta tendencia
hacia una asintota, como c¢n ¢l citocromo b del mismo grupo (ver Bowen e/ al.,
1993a), a pcsar de quc la tasa dc sustitucidon si disminuye conforme aumenta la
divergencia entre 1os grupos.

El valor dc la tasa de sustitucion de la regién de control varia segiun el
procedimiento de estimacién utilizado (Tabla IV):

a) Existe una difercncia de un orden de magnitud cntre la tasa de
sustitucién calculada para el par de linajes mas divergente (nodo entre
familias Dermochelyidac y Cheloniidae) y aquclla para ¢l par de linajes
mas reciente (nodo centre L. olivacea y L. kempi). Por lo anterior, resultéd
conveniente obtencer i) la media de las tasas sin tomar e¢n cuenta al par de
linajes mds reciente, 0.17% sustituciones/sitio/linaje/Ma; y ii) la media
de las tasas tomando en cuenta al par de linajes mas reccicnte, 0.32%

sustituciones/sitio/linaje/Ma. La desventaja de esta estimacidon ¢s que no
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nos permite observar la velocidad de cambio del gen en taxa originados

recicntemente.

b) Siguicndo el
sustitucién estimada a partir de la porcién de la curva entre ¢l origen y

método de Bowen y colaboradores (1993a), la tasa dc

la separacién entre L. olivacea y L. kempi (que cn otros casos resulta ser

Ia porcién mas lineal de 1a curva), fuc de 0.76%

sustitucioncs/sitio/linanje/Ma, con negritas on la Tabla IV (Figura 2). Esta
grupo cn

estimacién tiene la desventaja de no scr represcntativa del

general, sin embargo, resulta atil para fines de comparaciéon con tasas de

tortugas marinas anteriormente calculadas mediante cste mismo

procedimiento.
Como podria esperarse bajo el concepto de limitacién funcional (Li v
Graur, 1991), la region de control presenta una tasa de sustitucion hasta cuatro
veces mayor a la reportada para el citocromo b (BBowen ef al., 1993a) (Figura 3).
Este resultado concucrda con otros estudios que han indicado que en la region de
15 veces mas elevada que en el

control se tiene una tasa de sustitucion de dos a
1983; Cann ¢t al.,

genoma complcto (Brown er al., 1979; Aquadro y Greenberg,
1984; Vigilant er af., 1991, Quinn, 1992, ¥y Bernatchez y Danzmann, 1993).

Una mayor tasa de sustitucion en la region de control se explica por el
hecho de que, a diferencia del citocromo b, ¢sta zona no codifica para proteinas y
por lo tanto, no posce las restricciones cvolutivas propias de este tipo de loci.
sélo posee sitios de iniciacion para la replicaciéon y la
1983). Aun asi, la tasa dc sustitucién dc la regién de
la dc otros

Presumiblementc,
transcripcién (Kreitman,
control mitocondrial de tortugas marinas resulta mucho menor que
vertebrados (Tabla V), en algunos casos en un orden de magnitud y en cl caso de
los humanos en dos, lo cual coincide con la baja tasa evolutiva reportada en
Testudines por Avise y colaboradores (1992). La tasa de sustitucion de la regidn

de control de la tortuga verde cstimada por Lahanas y colaboradores (1994),
0.88% sustituciones/sitio/linaje/Ma, tiene un valor muy cercano al calculado en
el presente trabajo segin el mdétodo de Bowen y colaboradores (1993a), 0.76%

sustituciones/sitio/linaje/Ma. La semcjanza puede dcberse a que ambas tasas se
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estimaron a partir de datos gencrados por grupos quc divergicron muy

recientemente: las tortugas verdes del Atlantico y del Pacifico en ¢l primer caso y
las especies L. olivacca y L. kempi ecn ¢l segundo, ambos cventos de scparacién
datan de la formacioén del Istmo de Panamd (Bowen er al., 1992 y 1993a).

Ista baja tasa ecvolutiva ha sido observada en  genes nucleares y
mitocondriales de otros vertebrados que coinciden con las tortugas marinas en ser
cctotérmicos, cn poscer un largo tiempo generacional, en tener una baja tasa
metabolica y en tener un tamafio corporal relativamente
Rand, 1994).

grande {(revisado en

l.os organismos cctolérmicos poscen menor tasa de mutacion que los

endotérmicos, ya que tienen una tasa metabdlica mas lenta y. por lo tanto,

consumen menos oxigeno. de tal manera se inficre que su DNA presenta menos

dado causado por radicales oxigeno (Richter ¢f al . 1988 on Avisce ¢ al., 1992).

Asimismo. ¢l tiempo gencracional pucde tener influcencia en la baja tasa de
mutacién de acuerdo a la hipdtesis que dice que las especies con ticmpos
generacionales largos poscen un menor numcero de replicaciones de DNA por

unidad dc tiempo. lo cual disminuye fa probabilidad de mutacion. BExiste una

estrecha relacion

ntre el tiempo generacional y el tamano corporal, a mayor
wmaio corporal, mayor ticmpo generacional. Por otro lado. s¢ ha observado que

el transporte de protones a trav

s de ta membrana mitocondrial interna consume
una buena puarte del oxigeno disponible para los animales,. lo cual constituye un

componente importante de la tasa metabolica. |

tudios recicentes han demostrado
que en animales con mayor masa corporal existe una menor tasa de transportc de

protones y por to tanto, su tasa mectabolica ¢s menor (Rand, 1994).
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Relacion entre tiempo de divergencia y distancia genética
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TABLAIV

Estimacion de la tasa de sustitucion nucleotidica.

Famitias Dermochelyidae y Cheloniidae 100 150

125 0248

0.09%
Subfamilsas Careruin ¥ Chelonmni ] b 625 01626 0130
Generos Careta y Lepndochelys 12 2 16 00908 0284 7 meda=017
L olnaceay l Kempr 45 § 48 00738

0.769 / media=0.32

* nota: Jos valores de tasa de sustitucién son frecuentemente expresados por paretas de hinajes, es decir, dos veces los valores aqui presentados.
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FIGURA3
Tasas de sustitucion nucleotidica estimadas para la region de control y
el citocromo b de tortugas marinas (datos del cith, tomados de Bowen eral., 1993a).
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TABLAV

Comparacion de tasas de sustitucion por linaje.

presente trabajo

region de control tormugas marinas 017-032y 076

regidn de controt tortuga verde 0388 Lshanas et ol , 1994
Citocromo b tortugas marinas 01.02 Bowen etal, 19932
miDNA completo (analizado mediante RFLPs)  tortugas en general 02§ Avise et af 1992

mIDNA completo {anahzado medrante RELPS)  mamiferos i Browneral, 1979

Hoelzel er al. 1991

tegidn de contro] cetacens 05

rezubn de control woedores 05-10 Brown et of, 1986

tegion de contro! primates 05-10 Foran eral, 1983 en Hoelae) etal, 199)
hymano 115178 Vigilant et af, 1991 en Brown er o, 1993

region de controt

* nota: Jos valores de tasa de sustitucidn son frecuentemente expresados por pareias de linajes, es decir, dos veces los valores aqui preseniados



Distribucidn de la variucion

Se analizaron un total de 661 silios, de los cuales 250 resultaron
polimérficos y 212 informalivos.
- En la literatura ha sido reportado que en ccticcos (llocelzel er al., 1991: ¥
Dillon y Wright, 1993). en primates (Tamura y Nei, 1993) y en aves cosieras
(Wenink e/ al., 1994), los extremos 5° y 3° de la region de control son mas
variables que la zona media del frapmento. En la Figura 4 sc observa que la

s muarir

regién de control n o la no sigue cste mismo patron de

s tortug:
distribucién de la variacidn, ya que ésta se distribuye de manera mas o menos
homogénca a lo largo de toda la porcidon del gen estudiada. Sin embargoe. se
observan tres pequeios blogues que se muestran completamente conservadeos en
la totalidad de¢ las sccuencias (Tabla VI). Estos bloques pucden corresponder a
sitios dc unién de proteinas (Lee e¢r al . 1995), a las zonas de inicio des la
replicacion de este genoma o de la transcripeion de algunos genes (Saccone e7 /.,
1991 cen Wenink e¢r al.. 1994). incluso se pucden deber a la prescnciz de
elementos de la estructura secundaria de la moldcula (Brown e af | 1986 cn
Hoelzel ¢f al.. 1991), 0o de algan marco abierto de lectura (Saccone ¢7 af . en

Hoeclzel er al.. 1991).

tos bloques conservados no estan relacionados corn ltos
sitios dec unién de Jos primers midis comunmente utilizados y que producen
fragmentos de tan variable longitud. Su presencia podria ser atil en ¢l discie de

primers altamente cfectivos para la totalidad de las especies de tortugas marinas.

La grafica de indices de Shannon-Weaver (Figura 5) ¢s muy similar z la
obtenida a partir de los datos dc variacion por sitio (Figura 4), demostrande jue
ia heterogencidad de la longitud de las secucncias analizadas no influyc en el

anidlisis de la distribuciéon dec la variacion.
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FIGURA4
Distribucion de sitios variables en la region de control de tortugas marinas.
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FIGURA

Indices de diversidad de Shannon-Weaver para l2 distribucion de la variacidn.

180 +
160 +
140 ¢
120 ¢

200

080 1
060 +
040 +
020 1

100 +

32



€€

TABLAVI

Bloques completamente conservados encontrados en la regidn de control de tortugas marinas.

lerbloque posicion 171 172 173 174 175 176 177 178 179 180 18!
meleoide ¢ T A T G T AT T AT
Zobloque posicion 404 405 406 407 408 409 410 411 412 413 414 415 416 417 418 419 420
melesido T C A C G A G A A ATAAGCAA
Jerblogue posicion 489 490 491 492 493 494 495 496 497 498 499 500 501 502 503 S04 505

nclegido T A T T C T GG CCTCTGGTT




Composicién nucleotidica

En {a Tabla VII se mucstra la composicion nucleotidica promedio para cada

género y para ¢l conjunto total de sccucncias. Las prucbas de ji cuadrada

aplicadas reveclan que en todos los casos, la composicién nucleotidica observada

es significativamente diferente a la espcrada, cs decir, que no cxiste una

representacion homogénca de fos cuatro diferentes nucleotidos en el
nucledtidos A y T

gen. Los’
son los mas abundantes en las secuencias analizadas (Figura
6), tal ¥y coamo ha sido reportado para la region de control de otros vertcbrados
caomo cl pez arcoiris (Zhu ¢f al., 1994).

En la Tabla VIII sc¢ mucstran los valores de cocficiente de variacién de la

composicién nucleotidica para cada géncro y para ¢l conjunto global. Junto con fa
Figura 7, este resuitado nos revela que la proporcion de los nucleotidos A y T es
mucho mis constante dentro del grupo que la de los nucledtidos C y G.

Los altos niveles de los nucledtidas A y I y los bajos niveles de los
nucleotidos C y G encontrados cn este estudio, coinciden con los patrones
reportados cn otros vertebrados que tipicamente son deficientes ¢en G y C (Brown
et al., 1993; Arnason ¢t al.. 1993, y Wenink ef al., 1994).
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TABLA VIt

Composicidn nucleotidica por género.

Dermochelys 3599 3509 1815 1078 10
Natator 3547 3280 1830 1350 3
Lepidochelys 3435 3433 1823 1315 4
Eretmochelys 3358 3478 1646 1517 25
Chelonia 3535 3193 1859 1415 40
Caretta 3343 3428 1808 1425 6
global 3475 3340 1787 1400 88
TABLA VI

Coeficientes de variacion para la composicion nucleotidica.

Dermochelys
Natator
Lepidochelys
Eretmochelys
Chelonia
Carctta

global

036 032 075 148
240 172 696 160
207 189 217 §H
161 152 424 477
161 376 845 436
284 081 667 436
317 492 840 10.00
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FIGURA 6
Composicién nucleotidica de la region de control para los distintos géneros.
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H Coeficientes de variacion para la compasicién nucleotidica.

12
10
——
0 Dermochelys
: § ) 0 Netator
; g o @ Lepidochelys
,',; § Eretmochelys
‘ g 6 @ Chelonia
L:é 1§ Caretta
Yy @ GLOBAL

LE



Tipos de sustitucion nucleotidica

LEn la Tabla IX sc presentan lus medias de las frecucncias obscrvadas y las
frecuencias esperadas dc cada tipo de sustitucion. en clla se observa que las
frecuencias obscervadas son muy diferentes a las csperadas (Figura 8). Si los
cambios se¢ debicran dnicamente a la composicién nucleotidica, los tipos de
sustitucién mas comunes scrian aquelios que involucran a los nuclcétidos mas
frecuentes (A y T), es decir, o la transversion A<>7 (que en los valores
observados resultéd tener una frecuencia de cero) y a los pares idénticos A<>4 y
7<>7. Los valores obscrvados nos indican que, cfectivamente, los cambios por
nucledtidos idénticos son los mas comuncs, siecndo mas frecuentes de lo que sc
esperaba. Por otro lado, tal ¥y como ha sido reportado para genes mitocondriales
dec otros vertebrados, tales como ¢l hombrec (Aquadro y Greenberg, 1983).
lagartijas (Hedges er af., 1991), aves costeras (Wenink e7 al., 1994) y peces (Zhu
et al., 1994), las transiciones rcsultaron ser mucho mis comuncs que las
transversiones a pesar de que las transiciones fueron menos frecuentes de lo que
sc esperaba. Las transiciones entre purinas resultaron ser mas comunes quc cntre
pirimidinas,

[La proporcion S/V varia ampliamcente entre los vertebrados, desde valores
cercanos a uno {Wenink et a/., 1994) hasta proporcionces altamente sesgadas hacia
transiciones (32:1), scgun sc ha reportado en aves (Edwards y Wilson, 1990),
peces (Brown er al., 1993) y mamiferos (Moritz ct al., 1987). Para poblaciones de
tortuga verde del Gran Caribe, la proporcién reportada para los 12 haplotipos
cncontrados en la zona, fue de 10:1 (Lahanas e¢ a/., 1994), lo cual concucrda con
los altos valores encontrados ¢en ¢l presente trabajo, analizando 40 haplotipos de
este génecro (Tabla X). En general, los valores S§/V se cncucntran muy por arriba
de la unidad, lo cual significa que existe un cvidente sesgo hacia las transiciones.
La anica ecxcepcidn cs cl géncro Nararor, lo cual pucde deberse al reducido
nimero dec seccucncias analizadas para este género (n=2).

No hay una razén clara para explicar la alta proporcién de transicioncs en

la evolucién del mtDNA. Su presencia en RNAs de transferencia, en genes
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caodificndores de proteinas y cn secuencins no codificadoras (Brown ¢7 al., 1982
cn Aquadro y Greenberg, 1983), sugicere que en parte sc¢ puede deber al proceso
mutacional per se mis que a seleccidon cen contra de las transversiones, esta idea
ticne base cn el sesgo transicional producido por medio de¢ un modelo de
co, 1976 <«n

construccion quec aplica consideraciones quimicas (Topal y Fre
Aquadro y Greenberg, 1983). Sin embargo, algunos autores han observado que en
genes nucleares las predicciones de los modelos de Topal y Fresco estin en
conflicto con los datos obtenidos. Kunkel y Loeb (1991 ¢n Hedges er al., 1991)
sugicren que un candidato efectivo para explicar ¢] sesgo mutacional, cs la DNA
polimerasa mitocondrial, ya que ha sido demostrado que ¢s cinco veces menos
cxacta en la replicacion que la DNA polimcrasa nuclear; sin embargo, queda por
examinar ¢l hecho de que la baja fidelidad de esta cnzima intervenga en los
caminos que llevan al sesgo transicional.

Por otro lado, ademaias de quc la tasa de sustituciones transicionales es mas
veloz que la de sustituciones transversionales en comparaciones cntre linajes
poco divergentes, la curva de transiciones 1lega a niveles de saturacién mas
rapidamente que la de transversiones (Bowen er af., 1993a). En la regién de
control de las tortugas marinas tampoco se¢ observa un efecto de saturacion cn fa
tasa de sustituciones transicionales aun a niveles de divergencia mayorces a los 60
Ma (Figura 9). Esta observacion contrasta marcadamente con los resultados de
Bowen y colaboradores (1993a) que cncontraron saturaciéon cn las tasas de
cambios transicionales del citocromo b de las tortugas marinas a partir de unos
40 Ma. Una posible explicaciéon pudicera ser que, con excepcion de los blogues
canservados (Tabla V1), la proporciéon de la regidn de control libre de
restricciones evolutivas es muy extensa y no se alcanzan a saturar de
sustituciones aan después de los 100-150 Ma de divergencia de las familias

ac. Esta observacién concuerda con la distribucion de

Dermochelyidae y Chelon
1a variacidon ¢n pricticamente toda Ja region de control del miDNA de cstos
organismos. ¢n vez de estar localizada en zonas especificas como ocurre en otros

1axa.



FIGURAS

Frecuencias observadas y esperadas de los diferentes tipos de sustitucion.
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TABLAIX

Frecuencias observadas y esperadas para cada tipo de sustitucién.

Aop ToT (o0 Gof
BN B KN URN

1201 NI U8 1%

To6 CoG
06 o1
935 500

A€
138
1241

o7
0.00
232

ToC
39
1193

AOG
483
LA ]

tipo de sustitucion
frecuencia observada (%)

frecuencia esperada (%)

TABLAX

Proporciones S/V por género.

Dermachelys 223 1.00-4.03
Natator 0.6 040-081
Lepidochelys 522 201-634
Eretmochelys 437 033922
Chelonia 1409 1.00-29.15
Caretta 733 0.00-1653
global 44 033-015
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Relacion entre tiempo de divergencia y porcion de cambios transicionales en la region

de control y en el citocromo b de tortugas marinas (datos para el citb de Bowen eral,, 1993a).
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Arbol de genes

En ta Figura 10 sec mucstra ¢l arbol generado mediante ¢l anidlisis
Neighbor-Joining,. a partir- de las . 88 sqcucngias de la regidén de control
mitocondrial utilizadas en ¢l presente trabajo. Sobre cada rama se cncuentra cl
nivel de confianza scgﬁn ¢l remuestreo (en porcentaje), 1o cual permite probar la
robustez dcl arrcglo topolégico.

L.os patrones de agrupacién producidos reflejan cercanamentc la sistematica
de las especies comianmente mancjada (Tabla I), aunque con algunas variaciones:

a) en la tribu Chclonini encontramos una separacién rciativamente amplia
entre los haplotipos de C. mydas del Atlantico y del Pacifico, esta
marcada separacién entre haplotipos de diferentes cucncas occanicas
representa un razgo importante de los procesos cvolulivos y confirma lo
descrito por Bowen y colaboradores (1992) con basc en ¢l andlisis de
RFLPs del mtDNA;

b) para apoyar una scparacién a nivel de especic entre C. mydas y C.
agassizi, sec esperaria encontrar al menos, un nivel de distancia genética
similar en magnitud al cncontrado entre L. olivacea y L. kempi, sin
embargo’ s¢ obscrva quc los haplotipos de C. mydas del Pacifico sc
encucntran mas rclacionados con cl haplotipo de C. agassizi (marcado
con una flecha en {a Figura 10) que con los de C. mydas del Atlantico.
Este patrén concuerda con ¢l reportado por Bowen y colaboradores
(1993a) con basec cn cl anilisis de la secuencia del citocromo b y por
Dutton y colaboradores (1996) con basc en ¢l andlisis de diez secuencias
de la regién de control; ambos autores sugieren que C. agassizi es sélo
‘una.forma mclanistica de C. mydas y que éstas s¢ encucntran separadas
unicamente a nivel poblacional, los resultados del presente trabajo
corroboran esta conclusién;

c) cl género Natator se encucntra ubicado en la tribu Chelonini, de acuerdo

a lo reportado por Dutton y colnborudérgs (1996).. y a diferencia de lo
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encontrado por Bowen y colaboradores (1993a) quienes le ubican dentro
de la tribu Carcttini;

d) el géncro Lepidochelys se encuentra dentro de la tribu Chelonini al
contrario de lo recportado por Bowen ¥ colaboradores (1993a), y por
Dutton y colaboradores (1996), cn ambos cstudios, este géncro sc
encucntra dentro de la tribu Carcttini y presenta una cstrecha relacién
con los géncros Caretta y Erctmochelys:;

e) existe una clara distincién entre las especies L. olivacea y L. kempi tal y
como lo rcportan Bowen y colaboradores (1991) a partir del anélisis de
RFLPs del mtDNA, Bowen y calaboradores (1993a), y Dutton y
colaboradorcs (1996);

f) en la tribu Carettini cncontramos una proximidad entre los géncros
Carctta y Erctmochelys, dc acucrdo con los trabajos de Bowen y
colaboradores (1993a) y de Dutton 3 colaboradores (1996), y en
discordancia con la clasificacién filogendética basada en andlisis
morfolégicos (Hendrickson, [980);

g) los haplotipas R, S, T y U dcl génecro Eretmochelys se cncuentran més
relacionados con las Caretra que con las Eretmochelys ya que proviencen
de individuos hibridos Carerta-Eretmochelys (Bass et al.. 1996) 'y
representan un aspecto de la cvolucién de las tortugas marinas que no
scrd discutido en este trabajo.

Existen ciertas disparidades en cuanto al arreglo topolégico obtenido en

déste y en otros trabajos (Hendrickson, 1980; Bowen er al., 1993a; y Dutton er al.,
1996), entre las cuales resalta la ubicacién imprecisa de secucncias provenientes
de los géneros Nararor y Lepidochelys dentro de las tribus Chelonini o Carettini.
Esto nos hace recordar quec los analisis de filogenia tiencn cierto grado dev
incertidumbre y que ésta sélo puedec abatirse haciendo. una ampliacidén del anélisis .
o usando varios procedimientos. Por c¢jemplo, evaluando la consislcncia:dc los:
resultados obtenidos de analizar un mismo conjﬁnlo de secuencias bajo diferentes

métodos de construccién filogenética; o incorporando varios loci en un mismo

aniélisis.
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Los_ resultados aqui obtenidos. en lo qQue respecta a contradicciones con
otras publicaciones, - sugieren la posible existencia dc topologias alternativas a

las comunmcnte ' accptadas. Scrd ncccsario rcalizar andlisis. adicionales para

verificar o validar estas observaciones.

FIGURA 10 (siguicnte pdgina)

Arbol! filogenético gencrado por ¢l método Necighbor-Joining, basado e¢n
distancias gcndéticas obtenidas mediante ¢l modelo de dos parimetros de Kimura

entre los 88 haplotipos estudiados.

Not.
-L.as asignacioncs de los haplotipos concucrdan con las especificaciones de !a Tabta 1.

-La escala en el fondo a la jzquierda se cncuentra en unidades dc distancia gendtica.
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FIGURA 10
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1Y La region de control mitocondrial de tortugas marinas tiene una tasa de

sustitucion nuclcotidica de 0.17-0.32% sustituciones/s

1io/linaje/Ma. con basce

cn 88 haplotipos pertenecientes a las sicte especics existent csta tasa resulta

mayor que la reportada para ¢l citocromo b de tortugas marinas (0.1-0.2

sustituciones®itio/linaje/Ma) y menor que la reportada para la regi

n de
control dc otros vertebrados.

2) No se encontraron evidencias de saturacion en las tasas de sustitucion para la
region  de  control de tortugas marinas a diferencia dec lo reportado
anteriormente para el citocromo b.

3)La variacién dec la regidn de control se encuentra distribuida de mancra
homogénca a lo largo del gen, al contrario de la acumulacién de la variaciéon en
los extremos 5° y 3° reportada para otros vertebrados.

4) Sc presentan tres pecquciios bloques completamente conservados entre las 88
secuencias analizadas.

5) Los cuatro nuclcdtidos no se encucntran representados homogéneamente en la
region de control de las tortugas marinas, siendo los mas abundantes los
nucledtidos A y T. La proporcion de los nucledtidos A y T es mdas constante
dentro del grupo que la de los nucledtidos C y G.

6) Las transiciones son mis comunes que las transversiones. Las transiciones
entre purinas son mas comunes que entre pirimidinas.

7) No sc observa un efecto dec saturacidn en la tasa de sustitucién transicional aan
a niveles de divergencia mayores a los 60 Ma. ) ’ :

8) Existe una marcada separacion entre los haplotipos de C. mydas del Alla’nlico Yy
del Pacifico. ; . L

9) Los resultados oblenidos en cl presente trabajo apoyan lo concluido en’otros
trabajos de genética molecular: debido a la escasa difcrenciacién, qQue existe
entre cllas, C. agassizi no cs mas que una poblacién melanistica de C. m;vdb:.,

10)Existe incertidumbre en la ubicacién de.-los géneros Nartator y Lepidachelys en

%Cnrcnini o Chelonini.
%

las tr
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structural de las proteinas cuyos grupos funcionales son

Amino dcido.- Bloque
carbono (cn los «@-

umdos al mismo atomo de

el grupo amino y ¢l carboxilo,

amino acidos).
Alincacion.- E] parcamicnto de dos scecucncias homologas.

Amplificaciéon.- Multiplicacion del! namecro de copias de un gen o secuencia de

DNA, cominmente por medio de la PCR.

Codificacién.- (Ver traduccién).

Cédigo genético.- Sistema de codificacién cn ¢l DNA anuclecar y mitocondrial, por

medio del cual conjuntos de tres nucleédtidos (codones) en genes estructurales
especifican cada uno de los amino icidos que serdn cxpresados al traducirse el

gen a proteinas ¢n el transcurso de la transcripcidn.

Complicjo de replicacién.- Conjunto de moléculas que Ilevan al cabo el proceso

de sintesis de DNA.

Deleciéon.- La recmocién de una o mis bases de una secucncia de DNA.

.- Fluctuacién de frecuencias alédlicas de generacién a generacién,

Deriva génic
causada por cventos azarosos, tales como mucstreo de gametos:

.- La divisién de una unidad taxonémica en dos.

Divergenc

56



DNA.- Un polimcro mncromolcculur dc nucledtidos unidos en el que cl residuo

de aziucar c¢s la dcsoxnrrnbosa, usunimente dc doble cadena. El acarrcador de la

informacion genética' en todos los cucariontes, procariontes y en varios virus.

Elcctroforcsis.- Una técnica quc‘scparn particulas disucltas o coloides sujectas a

un campo cléctrico de acucrdo a sus movilidades. La movilidad clectroforética

depende del tamafio, geometria tridimensional y carga cléctrica de ta particula.

Elemento mévil.- Una sccuencia que se puede mover en ¢l genoma de un

organismo.

Enzimas dc restriccién.- Aqucllas que cortan cadenas dobles de DNA en

pcqueiias secuencias dc nucledtidos especificas.

Eslruclura secundar-n.- En 4acidos nucleicos,

producndu por Ia formacién de puentes de hidrégeno entre amino dcidos o

nucleétidos, rcspcct:vamcnlc.
Extincién.- El fin de un linaje evolutivo.

Fenotipo.- Caracteristicas observables controladas genéticamente ¢ influenciadas

por cl medio.

Flujo gémnico.- Incorporacién de genes en el "pool” génico de una poblacién a
partir de una o mds poblaciones.

Fragmentos dc¢ restriccién.- Fragmentos que resultan después de aplicar enzimas
de restriccién a una molécula de DNA.,
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Gap.- Simbolos dec edicién _que son inscriados en secucncias durante ¢l proceso
de alincamicento y . quc . compensan la ocurrencia de inserciones o dcleciones

supuestas.

Gen.- Una sccuencin dc?DFNA”o RNA gb‘cn'yéniico que es cscnc’inl‘ para una funcién

especifica. B "

Gcnom:. Mn(crml gcnéuco complclo quc poscc ‘una céluln o un lndlv:duo.

Grupo p-rul‘iléﬁc’o Grupo dc cspccncs quc lncluyc Ia cspccle ancestral pcro no

todas las espcclcs dcsccndlcntcs conocldas.

Haptotipo.- Coinpoéié‘ién"alélicu Vde’ ilno o algunos genes bhjo‘invcsligacién.

llctcrocvigosidad.-,'Una' mcyd‘idix de va'rim‘:iénn gendtica en una‘poblacién, calcutlada
como la frecuencia media de ,hc(érocigo(os sobre. todos los loci (hetecrocigosidad

observada).

Homocigosidad.- Eslédd diploic’ic’ con alelos idénticos en uno o mas loci.

Inscrciéon.- Una mutacién en la cual uno o mds nucledtidos son insertados en una
secuencia de DNA. . '
Intrén.- Segmento de DNA quc cs removndo duranle la lranscrxpczén del gcn en

un proceso de maduracién del RNA

Limitacién funcional.- Grado dc’intolerancia caracteristica de un sitio o un

locus a sustituciones nuclcotidicas.

Loci.- Plural de locus, sitio en un cromosoma daonde un gen particular o un

segmento de DNA ‘estd localizado.

58



Marco de ftectura.- Sccucncia lincar de codones cn un gen que codifica para
protelnas, que indica ¢l comienzo con un coddn de iniciacién y cl término con ¢l

codén correspondicnte.

Marco de lcctura abicrto.- -Una sccuencia de DNA que es potencialmente

traducible a una proteina.’®

Microsatélites.- Cadchns, de nucledtidos muy cortas (una a scis bases) repciidas

en “tandem™

Mutantc delctérco.- Mﬁtncién'quc reduce la adecuacién de sus portadores.

Nucledtido.- Una molécula compuesta por una base de nitrégeno, un azicar y un

grupo fosfato. Cualquicra de los bloques bisicos de co.nstrucciép de los acidos

nucleicos.

OTU.- Siglas en inglés de ta Unidad Taxonémlcn Operacmnnl Cualquicra de las

unidades taxonémicas bajo estudio.

Par dc bases.- Un nucledtido en una cudcnn dc xicndo nuclclco que se unc por un

puente de hidrégeno a un nuclcéudo de la otra © dcna dc a ucrdo a las reglas de

parcncnén entre una punnn y una purxmxdma.f

PCR.- Siglas en inglés de Ia Reaccién-cn ,Cz‘:déna de Pohmcrasn. Métodovdc

amplificacién de una secucncia de DNA =a pnﬁir dé_ m ic_

s no punf‘cadas. :

uclcéudos compuesta

Pirimidina.- Un tipo de base nitrogenada brékc'nl‘c en. lo'
por un solo anillo. Las pirimidinas en el DNA~ son la’ cuocma (C) Y. la timina (T),

mientras que en el RNA son la C y el uracilo (U).
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Polimorfismo.- Existencia de dos o mis genotipos para una caracteristica dada

dentro de una poblacion.
Pool génico.- Total de genes de una poblacién sexual dada.

Pscudogen.- Segmento de’ DNA  sin funcién qtllc exhibe. homologia en su

sccuencia con un gen funcional.”

Purina.- Un _ tipo 'de base nitrogenada prcsenlé cn los nucleétidos y compucsta
por dos‘cst'r'uclu'rhskcn forma de anillo ‘unidas. Las purinas en el DNA y en cl
RNA s'ol"nyln adenina (A)'y la guanina (G).

Rccomblnnc-én. La suunclén que surge despudés de un evento de *crossover™, en

el cual sc producen nuevas combinaciones de alelos.

Regién. codificadora.- Aqucllas zonas del DNA usadas en el proceso de la

transcripcién, la cual lleva a la produccién de una proteina.

Reloj molccular.- Hipétesis que dice que en un gen dado o secucncia de DNA,
las mutaciones s¢ acumulan a una tasa aproximadamentc constante en todos los

linajes evolutivos, en tanto que cl gen o la secucencia guarden su funcidén original.
Replicaciéon.- Proceso de sintesis de DNA 2 partir de un patrén.

RNA.- Polimero mncromolccular de nucleéudos unldos. en cl cual el azacar

residual es una ribosa. Usunlmcntc dc una sola cndena.

RKRNA mensajero.- Una ‘molécul‘a‘ de RNA quc.es prroc:csndn' a partir de un RNA

transcrito primario y usado para traducciénen amino acidos.
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RNA ribosomul.- El RNA que constituyc los compuestos estructurales dec un

ribosoma.

IlN,\ de cransrcrencin.- Pequcia molécula:de RNA-que conllcnc un anticodén,

un sitio de unién para un aminoe Acido espccifico y sitios de rcconOCImlcnlo para

la interaccién con ‘el nbosomn ‘y la enzima que lo une:.-a:su ‘amino aic:dow

especifico.

Sitio lnformxllvo Sit con: aI menos dos dlfercnlcs upos de nuclcéudos cada

uno reprcsenlado

nl‘” menos - dos veces.,” Poscen - utilidad . para; cl ‘anéllsls
filogenético ’ : = : :

Sicio\-armblc

S-uo dcnlro del DNA quc cs ocupado por un nuclcélldo dlfcrcnte
" entre lus sccucnc ns comparndns. .

Sus(itucién nucleoiidica.- Mutacién en la cual un nucleédtido’ es ‘sustituido por
otro. En évolucién. la sustitucién de un nucicdtido por otro qué licga a scr ﬁjado .

en una poblacién.

Tasa de fijacién.- Numecro de alelos quc alcanzan la frecuencia de 1~ (100 por

ciento) en una poblacién por unidad de tiempo.

Tasa de mutacidn.- Numero de mutaciones por locus:o sitio nucleétido, por

unidad de tiempo.

Tasa de sustitucién.- Namero de sustituciones nuclecotidicas por sitio nucleétido

por unidad de tiempo.

Tiempo gecneracional.- Tiempo de duracién promedio cnlré» dos’ generaciones
sucesivas. Algunas veces definido como la edad promedio de los progenitores a la
que dan lugar a su descendencia, )
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Topologia.- Patrén de las ramas de un drbol filogenética.
Transeripcién.- Sintesis de una moldcula de RNA a partir de un patrén de DNA.,

Transicién.- La sustitucién de una purina por una purina o una pirimidina por
una pirimidina.

Transversién.- La sustitucién de una purina por una pirimidina o viceversa.
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Alineamiento miltiple de las secuencias completas de haplotipos representativos de cada una de fas especies de tortugas marinas. E resto
de fos haplotipos utilizados ¢n este trabajo puede reconstruirse con base en ¢f Anexo 2. De manera adicional. se nuestran subrayados los diferentes
primers utilizados para fa produccion de estas secuencias {tomado de Abrew-Grobois e af., 1996)

<37 f1n de la secvenci

CT/LIB2SS  CTTTCCTAGA
€C/LIS2N

CC-A/Bowen
CC/Dutton

{4-1/Encal
CM-1/Encal
CH-TAC/ALL
CM-JPNa/biv
CH-KGBR/No
CH-SGBA/No
O4-FPa/Nor

ATRRTCRARA GRGRAT

CM-AT/0utt
CH-PA/DutY
CA/Duston

L¥-L¥3B/Bo
L¥/tusten -
BO-A/Fit2S -
NG-C/E1eS

?‘ [L V2L E



CC/LIS255  ~---CAACAT GTAAATT--- TACCTATAIT CICT 3 .
CC/LIS25¢  ~-=-CAACAT GTARAT TRICTATATT CITTGNCETe
CC-A/Bowen
CC/0utten --<-CAACAT GTAAATT--- TATCTATATT CTCTS
CM-7/Encal T---GTCCAT ACAAACTAAC
CM-1/Encal T---GTCCAC ACAARCT:
CM-TAC/ALY T---GICCAC ACAAACTAAC
CM-JPNa/Ko
CH-NG3R/No
CM-SGBR/No
C4-Fra/hor
CH-HAW/Kor
CM-JVAa/No
CH-AT/Dutt GTCCAT RCRAGCTAN
CM-PA/Dutt T-GITCACGC ACRARTTA
Ch/Dutton  T-GTCCACGT AC

b

A TCGTACATTA ACTIATTTAC

ATATCA ACTTATITAT
ATTTATITAC

00 ATTTRITIAC

TROCTRNATT

20T

e

TTIAC

£1-A/Bass

EI-F/Bass

£1-0/Bass

EI-R/Bass

ElfDutton AT
LO-K/Brise TTACTTAITIAL
LO/Dutton ATTTATTIAC
LK-Lk3B/Bo ATTTATITAC
L¥/Dutton A L <
ND-A/Fite§ -- -
ND-C/Fitz§ -~

KD/Dutton  CGTCCAATAC ACAAKC
DC-A/Dutto ---~CARCAT ATAARCT--- 7

OC-BA/Dutt ----CRACAT ATAAACT--- TACTTTATTT CTCTICCOTA CCTAARASAS CAATGTIU
OC-AT/Dutt ---~CAACAT ATAAACT--- TACTTTATTT CTTITUCGTG CCCRARAGAG ChAA

-
ATTTATTIGE
TTATGIATIA TIGISCATIC ATTTATTICE

ATTTATTIGC

tgtacatet aceratttaccont}
CA ACTTATTIAC 200
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cacd’ Norran et al., 1984, Prizer ICRS
€C/LI5255  CACTHGCATA TGATCACTAA TGTIGTCCAT TANTITGHT

CC/L35250 CACTASCATA TOATCAGTAA TGTTGTCUAT TRATCTGATS T

HAATTTATT AATTITOCAT AA-RCIGTTT ~TAGTTACAT GACTATTATA 300

<< FRRACT-RTT RATTUTOCAT BA-ATIGITT GACTATTATA
CC-A/Bowen --~TAGCATA TGATCASTAA TGTTOTCSAT TARTTILSIT T7 AT FATTTTATAT RASRTIGNTT CACTATTATA
CC/Dutton CACTAGTATA TGATCAGTAA TGTTGTIGAT TARTITINDT T74 T AATITIATAT AA-ATIOTTT GRTIATTATA
CH-7/Eacal CAATAGCATA TGACCASTAA TATTRATAST TGATITSHT T GRATTTACAT R GRATATTAAG

{M-1/Encal CAATAGCATA TGACTAGTAA TCT

CATTTEI ARTTTACAT GRATATTARG
C4-TAC/ALL CARTAGTATA TGACCAGTRA TSRTTTIST T BATIIATAT A T GRATATTAAG

CM-JPNa/No -=~TAGIATA TGACCASTAN TETTAATAST
NGBR/Me ~--TRGTATA TOATTATTRA TOTTARIAST T3
CM-§GBR/Ne --~TAGTATA TSACAGTAR TOTTARIAST
Pal¥or
-HAR /Nor
CM-JVAa/%o -=-TAICATA TGATCAZTAA T3TTARZAST T
CM-AT/Dutt CAATAGTATA T
CM-PA/Dutt CACTATTATA TORTTAGT
CA/Dutten
£1-A/Bass
El-f/Bass
EI-Q/Bass
£I-R/Bass
El/Duttor
LO-K/Brise
LO/button
LK-1K18/8c
LK/Dutton
ND-A/FiteS
ND-C/FLt:
KD/Dutton
DC-A/Dutto CACT
DC-PA/Dutt CACTAGCAT
DC-AT/Dutt CACTATCAT

TEATITSNI O GARTATTAAS
; GARTRTTARG
GRATATIARS
T -IRATGITAT SMATATTAAG

TSRTGOTAT SRATATTRAG

T AR-A-TAT

TEAIIAZTAR T
TGAZCATIRA

. 23 2

SRR

ANALIA

ARRAITATT-

TA--T

A TATTACCGIT

A TRTTACCSTT

FUETEY RS

MRTTATACRY RATATACTAG - TRATRATAT
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CC/LISYS  CA-GGTA--A

€C/L35254

€C-A/Bowen
CC/Dutton

¥-T/Encal
C¥-1/Encal
C-TAC/ALL
CH-JpHa/tia
CN-NGER/N0

CY-5GRA/ N0 C

C¥-FPa/Nor
Cy-Ead/Nar
CM-Jehal/No
CH-AT/Turt
R-PA/Qutt
CAlButten
£]-A/Bass
EI-F/Bass
El-Q/8ass
EI-R/2ass
£1/0uttan

LO-E/Brise A

10utten
L-1K33/80 A
L¥/Cutton
HD-AfFASS
HY-CiELLzs
KD/dutton
DC-A/Dutto

CA-G3TA--A
CA-AGTA--A
CA-GGTA--A
CA~GRGG~~A
CA-GAGS
CA~GAGG--A

-~k

CA-GAGA-~5
CA-GRGA--A
A=GAGA- <A

CA~GAGA==A T

Ch-GhSA==h T

Ca-GAGS~-A 17

Ch-GAGH--A
CA-GRSA- A

CA-GT

R

=h

G~GSTA

CA-G3TA--h

CA-GITA-A

CA-GoTARA

AAGATG-A

FA-GATS-+h

FAGETA
A

Ch-L3TA~A

CA-GATA--R

Ch-33TR- -4

GA

T--RAGAATS
T--AGGAATG

A

~G3TA-H

A
GATA= A
DC-PA/DUtt GRGATA- <A
OC-AT/0utt GA-GATA--A

92719 2aatjatata

ARRIGRTATR

razanalt A
SRR R
G

3 GIRTATARSA

1554, Prirer LDRL

PITOICRRTC RTGRRTATLS

T RTTOICRN

CATARAA

ATARTG

TCSTAGTART

TTATASTART

RTTCTORALD ATSRATATIG ‘CAL?\G’. AT
T~RATAATG ARATGATATA GORTATAANR T T ATTUTCARCC ATSRATATCS TLACASTRAT
TI-ARARGTC RARIGATATA GORTATAARA 1T

TRA -1:«r\“ ATRITIARCT ATGAATATIG
TT-RARATTS

r.nmun.k,n

SRIATRAN .J‘.v«,.r\n ATATITARTC

ATORATATIS

RGRATRICS

TIRAATTATT ATATTIARTT

TIRRATIATT

TT-RREAGTS

RANT SRR

RORITIARTD 3

RIIRATETTS

FRATIRTATA senssesees

TR RIIRATATTS

TRARGTS
TTAARATTS AR
SRR R
oGRS MRATLA

Te-BRGARTS RARTISIATA

T--RAGRATS

FRATCATA

<-ARIRATS RATIGTALA
==AATRTIO AR

- RATRSTS A

ATASTS

< AATHITY B

TR

TCRIATIRRT &

TTACASTAAT
PO

TTATAGTAAT

enraLemasa ammess
VInlRIIARY

IO5TRAT

AT

BT

AIGTY

AGSTIATTIC TTRGTICAG
ACSITRITT '.Tn;?‘&G\nC

ATSTTATITC TTAGTTCAGE
"'h‘shx- G
T

HETTATTIC
TR <80
15500 CTARRT-ATC

e 230 CTARRT-ATT
TSSTTATTIC TTRRRT-AGT
TOSVIATITS TTARAT-ARC
u..'TnTTT TIRRAT-RGE

T TTAART-AGT
TIRAST -Fu’::

T AA’ET-:J«.
T TIAGTIGAGS
VAT
T TR
T TTASTUGATD

TIAGTITAGT

O TTARTCARD
TTRSTTURAT
TIRTIRGD
TTRTTICAST
T TTRTITIAGT
€ TIATICTAR

T TIANOA

RRTTITAT
TIATITIAT

TTAATTITAY

ant T‘hn?t&&t 00



&
~

TTCAGGCCCA ~TTAAS-TCA TATCGTACAT AA-CTGATCT ATTCTGGCCT 500
TICAASTCCA TGTCSTACAT RA-CTGATCT ATICIGGCCT
TICAGGTICA T AA-CTGATCT ATTCTGGCCT
7 RA-CIGATCT ATTCTRGCCT
AATTIGATCT ATTCIGOCCT
T AATTTGATCT ATTCTGGLCT
ARTTTEAICT ATICIGRCCT

snnresnn
SATCT ATTTTGEN

€C/LI5255 TCATCACGAG AARTARGCAA CCCTTGITAG TAAGATACAR CATTACCAG
CC/L35254 TCATCACGAG AAATAAGCAA TCCTTGTTAG TAAGATACAA o

CC-A/Bewen TCATCACGAG APATAAGCAA CCCTTGTTAG TAAGATATAG
CC/Dutton TCATCACGAG AMATAAGCAM CCCTTGITAS T A
C¥-7/Encal TATICACGAG ARATAAGTAA CCTITTGTTAS
C¥-1/Encal TATTCACGAG AMATAAGTAR CCTTTGTTAG U
CH-TAC/AIL TATTCACGAS RARTARGCAA CTCTTGITAG
CM-JPNa/No TATTICACGAG
CM-NGBR/No TATICACGAG A
CM-5GBR/No TATTCACGAS
Cu-FPa/Bor TATTCACGAG

T ATTCTSGCT

CN-BAW/Nor TATTCACGAS \TTCTGGCCT
CM-JVAa/lio TATICACGAG ATICTGACT

CM-AT/Dutt TATTCACGAS
CH-PA/Dutt TATTCACGAS A
CAsDutton  TATTCACGRG
El-A/Bass TCATCACGHRG
El-F/Bass TCATCACGAG
£1-0/Bass TCATCACGAG
El-R/Bass TCATCAIGAS
Ef/Dutzen TCATCACGAS
L0-K/Brise TCATCACGAC

RTIEIGHCCT

L0/Dutten

LK-LK38/80 T
LK/Cutton 2
ND-A/F1t25 TAATCACGAS TCITTG H TORST T T . TACAT B TG3CCT

ND-C/Fitz§ TRATCACGAT ARATARGCAA CCCIT
ND/Dutton TAATCACGAG AMATAAGTAA CCCTTIGTT.
DC-A/Dutto TARTCACGAS
DC-PA/Dutt TAATCACGAG
DC-AT/Dutt TAATCACGAG ARATAAGTAA CCCTTGITAA ARAGATACAA

rmrmneann
TICTE6LCT

-C
~TTAAR-CTA CGACGTACAT A

ATICIGICT

TATTATTAST
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CC/LI3255 CTGGTTG-TT TITTCAGGCA CATTARGATA A-TARRGTTC ACTCGITCCT CTTTARAMGG CCTCTGGTTA ----
CC/L35254 CTGOTTGGTT TTITTCAGGCA CATTAMGGCA G-TARRGTTC ATTCSTTOCT CTTTARRRGG CCTCIGGTTS CRAG
CC-A/Bowen CTGGTTG-TT TTTTCAGGCA CATTAAGGTA G-TAMAGTTC ATTCGTTCCT CTTTAARAGG CCTCTGG--
CC/Dutton CTCGTIG-TT TTTTCAGGCA CATTAAGGTA G-TAMAGTTC ATTCGTICCT TITTANMAGS CCTCTASTTA
CM-7/Encal CTGGTTA-GC TTTTCAGGCA CATACAAGTA G-TAACGTTC ATTCGTTCCIC CTTTARAAGG CCTTIGATIS
{4-1/Encal CTGGITA-GT TTTTCAGGCA GATATAAGTA A-CGATGTTC ATT CCITICNTG
(4-TAC/ALl CTGGTTA-GT TTTTCAGGCA CATACAAGTA A-CGACG CCTTIGETTS
CM-JPNa/No CTOGTTG-TT CTTTCAGTCA CATATAMATA

C4-NGBR/No CTGGTIG-TC TTTTCASSTA TAT,
CM-SGBR/No CTGRTTC-TT CCTTTAGSCA FATGAGTTCT ATATATIAGA
4-FPa/Ror CTGGTTG-TT ~TITCASSTA FATGASTICT ATACATTAGA
C4-HAW/Nor CTGGTTG-TC TTTTCASGCA A AATGAGTICT ATACATIAMA
M-JVAa/No CTIGGTIG-TC TTTICAGSTA Ca G-TA A 11T ATACATIARD
CN-AT/Dutt CTGGTTA-GT TTTTCAGGTA ATACATTAAR
CM-PA/Dutt CTGSTTG-TC TACATIARA
CA/Dutten CTGGTTG-IC

El-A/Bass
£1-F/Bass
EI-Q/Bass CIGGITI
El-A/Bass CIG
El/Dutton CIGETT!
LO-K/Brise CIG
10/0utton  CIGG
LK-LX3B/Bo CIGGT
LKfDutton CTGGITG-TT 737
ND-A/Fitz§ CTG5716-1C
ND-C/FiteS CIG6TT6-TC S i
ND/Dutton CTGGTIG~TC 36 ™
0C-A/Dutto CTGCITG-TT
0C-PA/Dutt CTIGGTIG-TT
PC-AT/Dutt CTGGTTG-TT TITICARSCA CATARIACTA

ARTGAGTTCT ATACATTAM €00
A RATGRGTTCT ATACATIARA

--~ ANIGRGTICT ATACAITARA
TTG AATGAGTTCT ATACATIGAA
-+~ RATGASTICT ATACATTARR
AATGAGTICT ATACATTAMA
RATSAGTICT ATACATIAMA

ey .

RRIGAGTICT ATATATTAAA

TICT ATACATY)
RIATATTANA

7

ATATRTICAA

CCATCAMA
TICATCAMA

ATACATTAIA



I'attgys ceotatgeea teab’ Allard et of., 1994, Primer HDCM
Pcegratgees teasaatqas catgeatgh' Nogman et af., 1994 Primer TCRE

COILISZES  TTTATRRCCT GOTATACGRT GGTT
CC/LIS254  TITATARCCT
CC-A/Bowen -»--

CCidutton TIT

fin de ls secuencia 37 » 880
TTACTT GCATATASTA GITTTTTTIT TCTCTTIGNC continda 358 bases mds >
GGCATACGET GOTTTTACT

tentinda $D4 bases mis >

T GCATGIGHTA GICTTTITTT TCICTIINIG

69

v-HEncal TTTA-
M-1/Enzal ST
TATIALL T
C¥- 2058 /80 T3
M-3R /N T
CM-SCBRMNT TTT -
Pafhior 17
CH-ERMIRaT T
M- IVRs o

T TCICISIOIT -

ATRRD

TUVATANITT
TITATARXCT
E1-RiBass TTTATAACCY
El/Dutton TIT -
L3-%/Brise TTTATARTCT &
1W0arren 1174
R-L¥38/Bs TITH
Lk/outteon TITA--
ND-ASFites TTTATR
XD-C/Fit25 TITATA
§D/0utron TTTA
D-AfDutto TTTA- -
VC-FAIDULE TTTR - -=--
C-AT/Dutt TITA

I
33

i 8 8
‘:u sisit ¥

va3ions
1810
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Composicion nucteotidica en sitios variables de los diferentes haplotipos de 1 region de control de las especies de torugas
marinas (lomado de Abren Grobots of ul,, 1996),
Caretta caretia

pesicion: 1111222222 2222333373 3444444555 5555599555 566

5573334450 53€R0111IT 5244557022 3346677773 133
haplotipd 1902580943 £770450023 S1157208Y 1928301234 597
CCIL3525% CGTCTGT-AT TTG"GAur GCACGCA-AT ATCTT~---- -k
CC/L352%4 TA..CA .-...6..TA .T.TATGGSC G.T..GCAAG TGG
CC-AfBowen  --=-...AT. --m« R I S
CC-B/Bowen ~e- CoeRCLTLA L G. G.T-~0i =
CC-C/Bowen  -~==.A.AT. ~-AC..TG.A A...Ah...G. GCT~~.. v
CC/ Dutton TAT oo FACLTLA e G. G Tuovurnns o=
Dermcochelys coriacea
posicién: 112 223383
7456 88136

haplotipo 5007 02694
0C-A/Qutton  AGGA GCTTA
DC-B/Dutton e
oC-C/0utte LWAG
pe- D/Dnt& G
Be- E/Dutton WG
0C-F/Dutten ...G
DC-G/dutten 6
0C-H/0utton
C-PR/Dutton CA
DC-AT/Dutton

::ﬁw;_'

’

:u:vrz-
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posicion:
8999
haplctipo 5567
(u-1/Encal ~TAM
c¥-1/Encal ..

(¥-2/Encal ..
u-3/Encal ..
c¥-4/Encal ..
M-S/Encal -
cM-6/Encal ..
cu-8/Encal ..
c¥-9/Encal ..
c¥-10/Enca .-
CM-11/Enca ..
c¥-12/Enca ..
CM-13/Enca ..
CM-14/Enca .-
cu-15/Enca .-
cu-16/Enca
CH-17/Enca
(4-18/Enca .-
CM-CAC/ALL
cu-cec/al
cH-TAC/ALL
CN-TAT/ALL G.
C-JpKa/No .
H-Jetib/to
CM-NGBR/HO
CM-SGBA/KD
CM-PUG/NOT
CH-ELT/NOr
H-FRb/NoE
cu-FRa/tioz
CH-HAW/HOT
C4-GOC /ot
CM-LAC/Yor
(M-NWC/Bot
(M- JVAa/ND
CM-JVRD/NO
CH-SWK/Not
M-AT/DutE T,
cu-pA/Datt G-

Chelonia mydas

1 nnuz 2222222228 282222222 222333133 13133344 1444445555 559555595 5845539555 53
000000 14558802 2345555666 6667777888 283012456 11693922566 €77886C01L 122332386 1111177778 93
345679 50592532 3830487123 861346723 15707139 25115919535 8022347301 258134307 1234567930 89
--GTCA ;\sascmé AG-AARCGAR T THC RRAGRCCHC CAGCRSCAATA COGATTRGLT ~CGGCATCA CCTTTGRTTG GA
T . P T T [4 LA wesevamens R

LG

>
FrrrEEREFIIFEF RPY

bhooo:

H
BRIRBEFETEYY

[y

FPEITEI I

GTCORG TTATACE 6.5
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Eretmuchelys imbricata

posicién: 2222222222 222222222222 2333333333 334444444 4445555555 555955
1111222223 344455666888 9012344445 682556666 7772222334 444555
haplotipo 3467023675 802345126245 8266945679 911454689 0234578012 578178
EI-A/Bass ACAGGACCTC ACAA--GGTAAC AAGGTAGTAA CGTAGATTT AGGTGATGGT ACTTGA
EI-B/Bass B e [ Tlenvrn ous Covrnnn vves A.
EI-C/Bass P
£1-D/Bass
£1-E/Bass
EI-F/Bass
EI-G/Bass
EI-H/Bass
EI-1/Bass
EI-J/Bass
EI-K/Bass
EI-L/Bass
EI-M/Bass
EI-N/Bass
EI-0/Bass
EI-P/Bass
EI-Q/Bass

BEI-alpha/Bass ...vvvvvns viiiiiiiiine viiriiiies sraeaas Covrviiiies veeeas
El-beta /Bass .....e.cuv vivvinen [ e TG
El-gamma/Bass ..G....... ........ Cove viiniinns S O e

El/Dutton P P Gooonlunt Tounnin T.C6..... ... Covannn vune A.

EI-R/Bass .T..AGTTCT GTT.ATAA.TGT ...AA.ACCC .AC.A.G.C .AT.AGAAAC GTCCA.
Ei-S/Bass .T..AGTTCT GTT.ATAA.TGT ...AR.ACCC .AC.A.G.C .AT.AGARAC GTCCAG
EI-T/Bass .T..AGTTCT GTT.ATAR..GT ...RATACCC .AC.A.G.C .AT.AGAAAC GTCCAG
E£1-U/Bass T..AGTTCT GTT.ATAA.TGT ...AA ACCC .AC.A.G.C .AT.A..AAC GTCCAG

Nota

~}os guiones significan “gaps”

-Jos puntos significan bases idénticas
-las posiciones se leen verticalmente
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