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RESUMEN

La tortuga carey, Eretmochelys imbricata, al igual que las demas especies de tortugas marinas, exhibe
un prolongado cicle vital que incluye extensas migraciones entre habitats de alimentacion y reproduccion.
A pesar de que las colonias reproductoras se comportan como unidades demograficas independientes
("stocks”) y son identificables por meétodos genéticos, en sus sitios de alimentacion generalmente
convergen varios stocks que en casos extremos se originan en una diversidad de colonias de la region..
Un manejo y conservacion responsable de esta especie, considerada en “peligro critico de extincion” por
ia UICN, requiere un cuidadoso seguimiento de la condicion de los stocks individuales ademas de un
conocimiento de a dénde se desplazan y en qué proporciones, durante las diferentes etapas de! ciclo de
vida. Con el fin de esclarecer estas interrogantes, este trabajo tuvo como objetivo el estimar la
composicion de stocks en sitios de alimentacion de la tortuga carey en aguas del estado de Campeche,
Meéxico, en frente de las playas donde ocurren las mayores anidaciones de tortuga carey en la cuenca
del Atlantico. Se analizaron 130 secuencias de la region control de ADN mitocondrial provenientes de
individuos en etapa juvenil (entre 30-80 cm de longitud curva de carapacho) muestreados en las
temporadas 2000 y 2001 en aguas someras frente de Isla Aguada, Punta Xen, Chenkan y Sabancuy.
Aplicando un método Bayesiano de analisis de mezcla de stocks, se compar6 la composicion haplotipica
encontrada en los sitios de alimentacidn con las de posibles origenes en colonias anidadoras de la
Peninsula de Yucatan y de la region del Caribe. Los resultados indican que las colonias de la Peninsula
de Yucatan contribuyen practicamente la totalidad de los individuos (98.2%; 1.C. 94.1-100.0). Una
presencia en bajas frecuencia del haplotipo EiAOO1 en los muestreos sugiere que una pequefia
proporcion de los individuos podria ser originaria de Cuba, Barbados o Antigua debido a que este
haplotipo es endémico alla, o alternativamente podria ser originaria de playas de Campeche debido a
que también alli se descubrio este haplotipo aunque en muy bajas frecuencias. Los patrones de los
resultados sugieren que la segunda es I3 respuesta mas aceptable, aunque no es posible descartar la
primera. La contribucion estimada para el resto de las poblaciones regionales cae por debajo del limite
de deteccion del analisis. Ya que estos resultados contrastan con los resultados de todos los trabajos
previos que demuestran la presencia de varios stocks regionales en sitios de alimentacion, se analizaron
posibles explicaciones alternas. La mejor explicacion se sustenta en el singular patrén de corrientes que
afecta las costas de Campeche. Mientras que en otros sitios del Caribe, las corrientes son capaces de
transportar organismos entre diversos puntos distantes, y probablemente ser causantes principales de
las mezclas observadas, en el caso del Golfo de México la mezcla de aguas foraneas es minima y la
mayoria tenderia a ser arrojada hacia Florida. Esto podria facilitar un relativo aislamiento de los habitats
de la tortuga carey, haciéndolos mas impermeables a la inmigraciéon que en las otras regiones

estudiadas.
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1. PRESENTACION

Este informe es el resultado del analisis genético de muestras de la Tortuga Carey
obtenidas de sitios de alimentacion en las costas de Campeche. E! trabajo de
laboratorio fue realizado en las instalaciones del Instituto de Ciencias del Mar y
Limnologia (ICMyL, UNAM) Unidad Académica Mazatlan y en el Centro de-
Investigacion en Alimentacion y Desarrollo (CIAD) Unidad Mazatlan. La obtencion de
muestras para el anadlisis fue realizada por el Biol. Vicente Guzman Hernandez
encargado del proyecto de evaluacion de Tortugas Marinas en Campeche de la
Direccion General de Vida Silvestre (SEMARNAT) en Ciudad del Carmen Campeche.
Ademas de la obtencidon de tejidos, este grupo integré toda la informacion biométrica de
las tortugas. Sin la colaboracion del Biol. Vicente Guzman Hernandez este trabajo no
hubiera sido posible ya que su conocimiento, experiencia y trabajos realizados con

respecto a la Tortuga Carey fueron de vital importancia para la realizacion de esta

investigacion.

La Peninsula de Yucatan es ila unidad Geopolitica mas importante de Eretmochelys
imbricata en la cuenca del Atlantico (Meylan y Donnelly, 1999) destacando también a
escala mundial por los resultados sostenidos en los programas de conservacion. Y de
esta region el estado de Campeche no solo aporta las cantidad mas importante de
nidos de Tortuga Carey, sino también alberga importantes sitios de alimentacion en las
aguas someras de su mar territorial. El conocer el origen poblacional de estas

agregaciones permitird coadyuvar a la conservacion y proteccion de la especie a nivel

regional.




2. INTRODUCCION

Las tortugas marinas tienen un ciclo de vida complejo, el estudiarlas y darles un
seguimiento continuo para garantizar su conservacion ha sido un reto dificil que los
especialistas en tortugas marinas han enfrentado durante largo tiempo. La necesidad
de conocer la dinamica de sus poblaciones (unidades demograficas) y su distribucién\

en tiempo y espacio es un objetivo indispensable para su conservacion.

En las tortugas carey no se pueden utilizar rasgos morfométricos para distinguir
unidades demograficas y aunque el seguimiento de tortugas marcadas con placas
metalicas proporciona informacion valiosa no es eficiente dado su poca practicidad. La
metodologia que ha sido aplicada exitosamente para resolver estas dificultades es
aquella que distingue las Unidades de Manejo (UM) por medio de diferencias en
secuencias de su ADN, variabilidad que se utiliza como "marcador molecular" y que,
por definicion, permite identificar poblaciones que se comportan como agrupaciones
reproductivamente aisladas (Avise, 1994). Asi estudios recientes de las secuencias del
ADN mitocondrial (ADNmit), contribuyeron con avances importantes, esclareciendo
varios vacios o inconsistencias en el conocimiento de las tortugas marinas (Avise,
1994). Por ejemplo, esta herramienta de anadlisis ha permitido comparar el grado de
relacidn genética entre los géneros de tortugas marinas (Bowen et al., 1993), o conocer
la estructura genética en escala mundial de las tortugas caguama, Caretta caretta

(Bowen et al., 1994) y de la tortuga verde, Chelonia mydas (Bowen et al., 1992).
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Analizando la regién control del ADN mitocondrial se pueden encontrar niveles

significativos de diferenciaciéon geneética entre colonias anidadoras, con lo que se ha
podido confirmar la tendencia de las tortugas marinas a regresar a su playa de

nacimiento cuando alcanzan la madurez sexual (comportamiento conocido como

“filopatria”). Este resuitado ha sido confirmado en poblaciones de tortugas carey del

Caribe (Bass. 1996).

En el Caribe los analisis de ADN mitocondrial han demostrado que las poblaciones
anidadoras pueden ser distinguidas genéticamente, y que en las areas de alimentacion
se encuentra un conjunto de poblaciones compuesto por una mezcla de individuos

provenientes de distintas areas de anidacion (Bass 1999; Diaz-Fernandez et al.1999).

(Milliken y Tokunaga 1987; Meylan y Donnelly 1999).

Tanto estos estudios como los realizados en poblaciones de Australia (Broderick at al.
1994, Bass 1994, Bowen 1996) sugieren que los sitios de alimentacion son de suma
importancia ya que en ellos se encuentran individuos de diversas poblaciones, lo que

es determinante para la adecuada instrumentacion de tratados internacionales sobre

recursos compartidos.

Se desea que las tortugas marinas mantengan la sustentabilidad de sus funciones
ecologicas. NO se sabe con certeza cuantas tortugas son requeridas para el
_sostenimiento de un ecosistema. A través de marcadores genéticos sera posible

identificar por lo menos en donde se localizan las poblaciones y como se distribuyen.




Para tratar de conocer el comportamiento de la tortuga marina y su impacto en el
ecosistema, el estudio que sugieren los expertos se aebe remitir a los sitios de
anidacion y alimentacion (Bjornal 1999). El estudio de los sitios de anidacion permitira
conocer a las poblaciones existentes , asi como la cantidad de individuos que nacen
por afo, y su desarrollo. Por otro lado, estudiando los sitios de alimentacion donde las

tortugas pasan el resto del afio se podra conocer la contribucion de las diferentes

colonias de anidacion.

El propdsito de este trabajo es el estudio de un sitio de alimentacion particular en el
estado de Campeche, donde el niumero de anidaciones representa el 64% del total de
las anidaciones de la tortuga carey en el Caribe (Guzman-Hernandez, 2001), donde
pueden convergir distintos stocks con necesidades de conservacion distintas. Para este
estudio se utilizé el ADNmit como marcador molecular para identificar los diferentes

stocks y utilizando un analisis estadistico se identificod la contribucidon de las diversas

colonias anidadoras.




3.

ANTECEDENTES

A. El ciclo de vida de la Tortuga carey.-

La tortuga carey, Eretmochelys imbricata se localiza en aguas subtropicales y
tropicales entre las latitudes 25° N y 35° S. Sus sitios de anidacion estan situados.
en areas tropicales. Después de eclosionar, las crias inician una fase de desarrollo
en aguas pelagicas durante un periodo de tiempo poco conocido. Al finalizar esta
fase, cuando alcanzan una talla de aproximadamente 20 cm de longitud recta de
carapacho (LRC), modifican sus habitos e inician una fase asociada a ambientes
bénticos, fundamentalmente alrededor de sus areas de alimentacion aéociadas con
arrecifes principalmente de coral, donde abunda su principal alimento (esponjas) y
donde ademas existen sitios protegidos para reposo. Una vez alcanzada la talla de

madurez sexual, en ciclos mas o menos regulares de 2-3 afios, las tortugas se
trasladan a sus areas de reproduccion (cercanas a las playas). Muchas veces estos
dos habitats se encuentran separados por distancias considerables (cientos o miles
de kilbmetros), para lo cual frecuentemente deben de cruzar aguas territoriales de

diferentes paises (Bass, 1994; Diaz-Fernandez et al., 1999).

B. Distribucion de la Especie en México.-

Mientras que la tortuga carey anida en ambos litorales del pais, sus principales
sitios de reproduccion ocurren en playas del Golfo de México y Caribe mexicano,
desde Veracruz hasta Quintana Roo (exceptuando Tabasco). Las anidaciones en
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Veracruz no se consideran de importancia por lo que las principales areas en las
que se han realizado prospecciones y trabajo de conservacion se localizan
fundamentalmente en playas de la Peninsula de Yucatan (Guzman-Hernandez,
2001):
e Campeche: playas de Chacahito, Isla del Carmen, Isla Aguada, Sabancuy,
E. Zapata, Chenkan, Punta Xen, Ensenada Xpicob, San Lorenzo, isla Arenas -
e Yucatan: playas de Celestan, ElI Palmar-Sisal, Telchac, Rio Lagartos-
Coloradas, El Cuyo.

e Quintana Roo: playas de Isla Holbox, Isia Contoy, Isila Cancun y Majahual

(Guzman, 1998).

Ademas, en las zonas someras de fondo duro como son los bancos de arrecifes de
Campeche, Yucatan y Quintana Roo, abundan las zonas de alimentacion a las que
llegan las tortugas una vez que transforman sus habitos del ambiente pelagico al -
béntico, pueden llegar como juveniles o posteriormente como adultos entre

temporadas de reproduccion (Gardufio, 1997).

C. Importancia de la toruga carey.-

La abundancia de la tortuga carey ha disminuido severamente, para el siglo xx
muchas de sus poblaciones se encontraban ya en franco declive o en una fase de

virtual extincion (Meylan, 1989).
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Las tortugas tienen un valor histéorico irremplazable, con un significado mistico,
importancia artistica y gastrondmica, y posiblemente su captura representd uno de
los principales alicientes para la migracidon de pueblos, que en la busqueda de tan

preciado animal se desplazaron a lo largo de islas y costas.

La tortuga carey ha sido utilizada principalmente por su concha, aunque la carne y
sus huevos también son vendidos dependiendo del pais (Witzell, 1983 citado por

Broderick et al., 1994). Por todos estos factores, la carey ha sido fuertemente

diezmada a lo largo de los aios.

En todos los paises donde abunda la tortuga carey, se le ha aprovechado
tradicionalmente para una diversidad de usos y productos, en particular ei
caparazon que es muy apreciado para la elaboracion de artesanias y articulos de
joyeria. Aunque los testimonios iniciales de su explotacion se remiten a épocas
precolombinas, fueron los colonizadores europeos quienes iniciaron el comercio a
gran escala para satisfacer mercados del Viejo Continente. Es en éste periodo,
cuando se inicié la disminucion de las entonces abundantes poblaciones de carey.
Ciertamente el interés principal de este comercio fue, y contintia siendo, los altos

precios alcanzados por los escudos del carapacho de la tortuga carey.

Todavia en anos relativamente recientes (1976-78) las exportaciones mundiales de
carey alcanzaron mas de 970 tonelad&_ls. equivalentes a 1 - 1.4 millones de tortugas
(Mack et al., 1979). En México, de acuerdo a Marquez et al. (1976) la produccion de
carey en 1973 fue de 4.9 toneladas (3,000 - 3,600 tortugas). El comercio de la
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tortuga carey (legal o ilegal), prevalece hasta la fecha y la presion sobre las
poblaciones de carey, es comun en todas las areas de distribucion. Segun Parsons
(1972) esta especie ha soportado la explotacion mas prolongada y sostenida
comparada con el resto de las especies, y evidentemente se refleja en la condicion

critica de peligro de extincion que se le ha asignado (Meylan, 1989; Eckert, 1995).

Si bien el mayor impacto a las poblaciones de tortugas carey es causado por la
explotacion directa, tanto de juveniles y adultos para su carne y concha, otros
factores de impacto son: i) el saqueo de huevos en las playas de anidacion, ii)
algunos artes de pesca de manera incidental, iii) la transformacion de playas de
anidacién para desarrollos turisticos o urbanos e, iv) incrementos de la presencia

del ser humano en los sitios de anidacion que ahuyentan a las reproductoras

(Abreu-Grobois, 1996).

D. Biologia de la Especie.-

La tortuga carey o “hawksbill” (pico de halcén) como se le conoce en inglés, recibe
su nombre cientifico de Eretmochelys imbricata género introducido en 1843 por
Fitzinger, mientras que el nombre de imbricata es atribuido a Linnaeus (1766) por

referencia al caracteristico traslape de los escudos de su caparazon.

La tortuga carey es un animal de talla mediana, esto es una hembra tipica apenas

excede los 90 cm de longitud recta de carapacho (LRC). Los adultos de la region del




Caribe oscilan entre 80 y 95 cm . Las crias miden de 39 a 46 mm y el peso varia

entre 14 y 20 g. (Eckert 1995a, b; Pritchard y Mortimer 1999).

Las tortugas carey tienen dos pares de escamas prefrontales entre los ojos,
escudos gruesos traslapados en la seccion distal final del caparazén, cuatro pares
de escudos costales y cinco escudos vertebrales, asi como dos ufias en cada aleta;
El movimiento de sus aletas en tierra es asimétrico (alternado). La cabeza es

relativamente angosta y alargada. Su pico se afina hacia la punta para darie el

aspecto caracteristico de “pico de halcdn”. Los colores del carapacho tienen

escudos de un disefio muy llamativo (un patron irregular con colores negro y café

sobre un fondo ambar).

Haciendo referencia al resto de las tortugas marinas, la tortuga carey (E. imbricata)
se clasifica de acuerdo a la siguiente sistematica del grupo de chelonios: En la
actualidad se han descrito solamente dos familias:
v~ Cheloniidae, con seis especies en cinco géneros:
Caretta caretta
Chelonia mydas
Eretmochelys imbricata
Lepidochelys kempii
Lepidochelys olivacea
Natator depressus
v~ Dermochelyidae, con un solo género y especie:

Dermochelys coriacea
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La tortuga marina forma parte del orden de los Testudines, dado que tiene un
caparazén oseo, las costillas estan fuera del cuerpo, no hay dientes y el pico es de
queratina. Forma parte de la clase Reptilia ya que los huevos no dependen del agua
(cleidoicos), hay pulmones presentes, respiracion aérea y escamas. La super clase
a la que pertenecen es la Tetrapoda por tener cuatro extremidades llamadas aletas:
El sub-phylum es el Vertebrata por tener un esqueleto y el phylum cordata por la
adquisicion de una espina dorsal. Finalmente se toma en cuenta dentro del Reino
Animalia ya que las células poseen una membrana nuclear, mitocondrias, pared

celular, ademas de ser posible la fecundacion, la meiosis, digestion interna y la

existencia un sistema nervioso (Witzell, 1983).

Para E. imbricata se considera que el género es monotipico. Se han descrito dos
subespecies imbricata en el Atlantico y squamata en el Pacifico sobre la base de las
diferencias en la coloracion y forma del carapacho. Aun asi, en la literatura reciente

y los trabajos de genética solo se reconoce una sola especie.

E. Ecologia.-

Como todas las tortugas marinas, la tortuga carey presenta un ciclo de vida

complejo, necesita de varios ecosistemas para poder sobrevivir: 1) las playas para
la incubacion de los huevos, 2) la zona pelagica, 3) las areas de alimentacién en

zonas someras cercanas a las costas particularmente asociadas a arrecifes
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coralinos 4) y, finaimente, los sitios de reproduccién que podrian encontrarse

cercanos a las playas donde anidan las hembras (Frazier, 2001).

La tortuga carey puede llegar a vivir entre 20 y 40 afos antes de madurar
sexualmente, puede reproducirse durante 10 anos mas después de alcanzar la
madurez, sin embargo esto no es garantia de una alta poblacion dada la cantidad.
de tortugas que no alcanzan su madurez por el exterminio en estadios desde huevo,
cria o juvenil. Frazier en 1999 concluye que uno de cada 1000 individuos llega a
fase adulta. Por lo mismo durante las primeras etapas de vida, la tortuga permanece
en areas benténicas. En su fase post-cria, son pelagicas y se refugian en los
“hileros"” asociados a la zona de convergencia donde se encuentran algas y detritus
flotante, como el poliestireno, bolas de alquitran y pedazos de plastico (Meylan,
1984a). La tortuga carey reingresa a las aguas costeras cuando mide entre 20 y 25
cm. Una vez que fijan su residencia, se alimentan de esponjas, las cuales
constituyen el 95.3% del peso seco total de los compuestos alimenticios
encontrados en el tracto digestivo. Esto sugiere cierta selectividad del componente
protéico llamado espongina y colageno. Por lo tanto se considera dependiente de
una a'imentacién de los fondos rocosos, |0 que hace que sean muy vulnerables a

las condiciones de deterioro de los arrecifes (Meylan, 1984b).

En latitudes tropicales anida en playas de baja y alta energia, regresando a los
sitios de reproduccion cada 2 o 3 afnos. El pico de anidacion ocurre entre julio y
octubre. Durante la anidacion sélo las hembras salen a la playa tardando entre 1y 3

horas para regresar al mar. Colocan en promedio cinco nidos por temporada en
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intervalos de 14 a 16 dias. El tamaio de la nidada es variable: 155 en Antigua, 137
en México (Frazier, 1991) y 136 en Brasil. El diametro de los huevos es de 40 mm

con un periodo de incubacion de 60 dias. La tasa de eclosion es tipicamente alta

alrededor del 75%.

Las tortugas marinas son organismos con un ciclo de vida complejo y prolongado,

modulado por extensas migraciones ciclicas entre habitats aptos para su

reproduccion, desarrolio y alimentacion. Debido al lento crecimiento y maduracion

tardia representa un recurso escaso. En muchos casos, su vasta area de

distribucion se localiza en aguas territoriales de dos o mas paises. Esta

particularidad dificulta el estudio y la evaluacion de las tendencias demograficas.
Como especie en riesgo de extincion, la definicion de las prioridades de

conservacion y acciones de manejo han representado un reto para los responsables

de la proteccion de este recurso natural (Meylan et al., 1997).

F. Estado de Conservacion.-

Histdricamente las poblaciones de esta especie han sido objeto de una pesca
intensiva y como resultado de ello, la reduccion o desaparicion de varias
poblaciones en toda su area de distribucion esta ampliamente documentada.
Actualmente es considerada como una especie en diversos grados de peligro de
extincion de acuerdo a los criterios de diferentes organismos nacionales e
internacionales de conservacion -.en la Convencion Internacional sobre el Trafico de
Especies Silvestres en Peligro (CITES) y la Convencion sobre Especies Migratorias
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(CMS) se le tiene catalogada en el Apéndice |, reservado a las especies en mayor

peligro critico de extincion.

En 1996, aplicando los nuevos criterios para la “Lista Roja” de la UICN (Union
Mundial para la Conservacion) se le identificO como especie en peligro critico de
extincion- la categoria de peligro de extincion mas grave. En Meéxico, se Ie.
considera como una especie en peligro de extincion de acuerdo a la NOM-059-

ECOL-1994. También se lista en el Apéndice |l como en peligro de extincion critico

en el Protocolo SPAW (Specially Protected Areas and Wildlife).

G. Tendencia de las Poblaciones.-

Los registros contemporaneos de las areas de anidacidbn muestran un
comportamiento disperso, y no en grandes concentraciones como ocurre en otras
tortugas marinas. Sin embargo, este comportamiento puede ser el resultado de la
reduccién en las poblaciones en las Jdltimas décadas (Carr & Meylan, 1980).
Algunos reportes consideraban que la tortuga carey tenia un comportamiento
menos migratorio que otras tortugas, pero esto ha sido refutado al demostrar que
algunas hembras se trasladan cientos de kilometros entre temporadas de
reproduccion (Meylan, 1982), o inclusive que existen algunas tortugas que llegan a
anidar en mas de una playa dentro de su area de distribucion. Aun asi, existe una
tenacidad o fidelidad en las hembras para regresar a su sitio de anidacion, lo cual

fue demostrado por medio del seguimiento de hembras marcadas con placas

metalicas (Limpus et al., 1983).
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Estudios recientes sobre la distribucion de la variabilidad genética, practicados a
poblaciones de tortuga carey en e! Caribe, y sustentados en la comparacion de las
frecuencias haplotipicas de la region control del DNA mitocondrial (ADNmit),
demostraron un aito grado de diferenciacion genética entre las colonias
reproductoras de esa regién (Bass et.al., 1996). Este resultado se interpreta como lé
ocurrencia de una falta de conexion reproductiva entre las colonias analizadas vy,
por ende, se resalta la necesidad de administrar cada colonia como Unidades de
Manejo (UM) independientes. Sobre la base de esos datos, se ha determinado que
las tortugas carey agregadas en areas de alimentacion de Puerto Rico (Bowen et
al., 1996) y Cuba (Meylan et al., 1997) provienen de colonias reproductoras
distribuidas en varios paises de la region (Bowen et al/., 1996), aunque en muchos
casos (como México y Cuba) parece ser que la mayoria habita sitios de

alimentacién en aguas territoriales del mismo pais (Diaz-Fernandez et al., 1999)

Datos provenientes de la recuperacion de marcas, telemetria satelital y analisis
genéticos indican que los adultos pueden viajar grandes distancias entre los

habitats de forrajeo y alimentacion (Meylan 1999a; Bass 1999).

En la tortuga carey de Australia los patrones son un poco mas complejos ya que
mientras que existen diferencias significativas entre las colonias de la region
noroeste y noreste, dentro de estas dos zonas la diferenciacion genética es
insignificante (Broderick et al., 1994), indicando que las mismas unidades de
manejo utilizan mas de una playa para anidar. Este resultado es consistente con los
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estudios del marcado que indican desplazamientos de tortugas entre habitats

vecinos dentro de ias regiones (Limpus et al., 1983).

A detalle Broderick et al. en 1994 hacen el primer estudio genético de la tortuga
carey, demostrando stocks multiples en las aguas Australianas. Senala que las
poblaciones de carey en aguas australianas no estan conectadas por cantidades-
significativas de flujo génico y deben ser consideradas como entidades separadas
para su manejo. Bass et al. en 1996 senalan que existen 6 diferentes poblaciones
en el Caribe y en el Atlantico occidental. Este andlisis se llevd a cabo a través
también del estudio del ADN mitocondrial, demostrandose asi que las poblaciones
reproductivas son aisladas eficazmente por escalas de tiempo ecoldgicas,
sugiriendo planes de conservacion para estas especies a nivel de nidos. Este
trabajo sera esencial en este estudio debido a que se utilizara como referencia la

comparacion de secuencias del mismo locus.

Bowen et al. (1996) sugieren que debido a la naturaleza errante de la tortuga carey,
trasladandose de sitios de anidacidn a sitios de alimentacion como parte de su ciclo
reproductivo, en la mayoria de los casos no se sabe de qué poblacion reproductiva
se originan los individuos mezclados en determinados sitios de alimentaciéon. Para
resolver esto, analizaron la composicion de stocks comparando las frecuencias de
los sitios de alimentacidn contra las colonias anidadoras de la region, concluyendo
que los sitios de alimentacion no son solo visitados principalmente por tortugas de
zonas de anidacion cercanas o vecinas, sino que pueden llegar de distintos lugares
del Caribe. En contraste, Diaz-Fernandez et al. (1999), con base en el analisis de
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secuencias de la region control del ADNmit de tortuga carey en sitios de
alimentacion de Cuba (donde se lleva a cabo extraccion de tortuga carey), Puerto
Rico y México (dos paises en donde la explotacion de las tortugas marinas esta
prohibida) encuentran que el 40%-70% de los individuos proviene de poblaciones
anidadoras cercanas (dentro del mismo pais). Con esto se abre nuevamente la
discusion sobre el comportamiento de las carey y del grado de impacto sobre‘

recursos provenientes o compartidos con otros paises que co-ocurren en sitios de

mezcla, como en los habitats de alimentacion.

El estudio de la Tortuga Carey: En una compilacion bibliografica de 122 citas en el
2001 sobre genética de la conservacion, evolucion molecular y estructura de
poblaciones y otros topicos relacionados con tortugas marinas se encontréo que
solamente el 14% hace referencia a la tortuga carey, lo cual es un indicativo de lo
relativamente poco que se ha estudiado a esta especie, en comparacion con la
atencion brindada a las demas tortugas (Frazier, 2001).

Por otro lado, los resultados de los esfuerzos de conservacion dirigidos a
poblaciones de tortuga carey en la Peninsula de Yucatan, han mostrado una
tendencia clara de recuperacion desde la uitima década (Gardurio et al.,1999). Las
causas y el grado de influencia de todos los factores que han contribuido al
restablecimiento de las colonias reproductoras es dificil de explicar, aunque
pudieran ser los resultados sinérgicos de los diferentes programas de conservacion
aplicados a las tortugas marinas en México, principalmente la proteccion intensiva a

las areas de anidacion desde finales de los 70's, y la veda total establecida en 1990.
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H. Problematica de la especie

Desde hace 1000 anos las tortugas han sido capturadas para la obtencion de piel,
aceite, huevo, carapacho y carne (Frazier, 1999). En el caso de la tortuga carey se
sabe que entre 1970 y 1986, 250,000 individuos fueron aniquilados para la
utilizacion de su carapacho en Japén (Bass, 1999). En la segunda mitad del siglo
XX (1972-19892), fueron exportadas 754 toneladas de carapachos hacia el mercado
japonés, lo que equivale a 712,000 tortugas durante ese periodo (el 53% provino de
América Latina y el Caribe). Para el caso de América, donde a pesar de la existente
legislacion en algunos paises en contra de la matanza de tortugas marinas, se sabe
que en Guatemala, pais que en 1989, ostentaba en su pequefa costa caribefa con
300 a 800 nidos de tortuga carey diez afios después las cifras de anidacion no
superan la centena. En Costa Rica desde 1985 y hasta 1998 la captura legal fue de
1,800 tortugas por temporada; traduciéndose, sélo para 1998, en un ingreso minimo

de $270,000 USD y superior a los US $540,000, Esto da un valor de tortuga viva por

$150 USD.

I. Genética de Poblaciones, ADN mitocondrial

El aterrizar este estudio en la rama de la genética de poblaciones es importante
desde el punto de vista de conservacion. Los resultados del presente estudio

podran ser aplicados en la determinacion de la composicion genética inherente de

los diversos sitos de alimentacion a los que emigran estas tortugas. En sentido
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estricto, el objetivo de la genética de poblaciones es entender i{a division

demografica de esta especie expresada en su ADNmit debido a la migracion

La fuente mas importante de variacion geneética es la mutacion, la cual representa
un cambio en la secuencia del ADN que puede ser heredado. La mutacion incluye

cambios en la secuencias de nucleétidos (sustituciones, deleciones, inversiones,

inserciones o translocaciones). La migracion permite que las mutaciones se
dispersen en las subpoblaciones (Hartl & Clark, 1997). Dado el estudio al ADNmit

esa dispersion se va a llevar a cabo en funcidn de las hembras.

El 99% del material genético en células eucaridticas reside dentro del nucleo, y el
1% restante esta en las mitocondrias (y cloroplastos). El ADNmit en los vertebrados
es una molécula circular de entre 15,000 y 18,000 pares de bases. Es un ADN
bastante conservado, 10 que quiere decir que el cambio en la secuencia de
nucledtidos es minimo. Sin embargo este cambio minimo puede dar caracteristicas
unicas a diferentes poblaciones que podrian revelar desde patrones de migracion,
hibridacion hasta analisis taxondmico (Anderson et al. 1981). El ADN mitocondrial
es utilizado como marcador molecular para la diferenciacion de stocks desde 1971

con los trabajos de Boyer en las pesquerias (Ryman and Utter, 1987).

Cada molécula de ADNmit codifica en su secuencia para 2 ARN ribosomales, 22
ARN de transferencias, 13 polipéptidos y la llamada region control (d-loop) la cual
es requerida para la replicacion. Estos genes no son interrumpidos por intrones

(Borst & Grivell, 1981) como ocurre comunmente con el ADN nuclear. La mitad de




estos genes codifican para el ARN ribosomal y el ARN de transferencia utilizado
para la sintesis de proteinas, mientras que la otra mitad codifica para proteinas que
son utilizadas en la fosforilacion oxidativa. De acue:-do a estudios realizados por
Brown & Simpson (1981), la mayor tasa de mutaciones ocurre en la region del d-
loop y la menor tasa en los genes de ARN. De acuerdo a Brown (1982) las
mutaciones parecieran ser aleatorias a lo largo del ADN nuclear y mitocondrial, sin
embargo inserciones y deleciones de 1 a 10 pares de bases en el ADN mitocondrial
ocurren mucho mas frecuentemente que en el ADN nuclear. Esto es lo que hace al
ADNmit tan importante en la identificacion de poblaciones.

Por todo lo anterior, se puede resumir que el ADN mitocondrial tiene dos
caracteristicas primordiales para la identificacion de stocks: evolucion rapida y
herencia materna. El ADN mitocondrial evoluciona de 5-10 veces mas rapido que el
ADN nuclear (Brown et al. 1979), esto es, evoluciona al reemplazarse 1% del ADN
en un millén de anos (Brown 1980, Ferris 1983c), o que también puede decirse
como que 10X107° sustituciones por nucledtido ocurren al afo. De acuerdo a Hartl y
Clark (1997) la alta tasa de mutaciones se debe a la incorporacion erronea de
nucledtidos durante la replicacion y la baja eficiencia de reparacion de la encima
reparadora ADN polimerasa en la mitocondria, ya que a diferencia de la encima

ADN polimerasa del ADN nuclear, la polimerasa del ADN mitocondrial no tiene la

funcion de “proofreading” o chequeo.

Dentro del estudio de ADN mitocondrial se considera relevante mencionar el dogma

acerca de la herencia unicamente materna. Aunque se considera que no hay

20
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contribucion paterna del esperma para el ADNmit si puede ocurrir como un evento
raro. Por otro lado un estudio de Avise et al. (1984) no encontré evidencia de ADN
mitocondrial a un nivel de confianza de 5%. Para este tipo de estudios la posible
transmision paterna se considera irrelevante, ya que un 99.9% del material es

heredado de la madre (Gyliensten et al. 19885).

Se resume:
> EI ADN mitocondrial (en la mayoria de los animales) es relativamente
pequeno.
> Esta presente en copias multiples por célula.
> En ADN mitocondrial no se recombina, por lo que puede mostrar el origen
directo mas facilmente que el nuclear.
> Evoluciona rapidamente.

Es heredado por via materna anicamente.

\4

J. Analisis de ADN

Para el estudio de poblaciones, a lo largo del tiempo, se han establecido varios
métodos desde el analisis mismo de la variacion genética expresada en proteinas
por Smith et al. (1978); pasando por el andlisis de polimorfismos en las longitudes
de fragmentos de restriccion (RFLP) del ADN, hasta finaimente Ila secuenciacion
directa de nucledtidos (Avise, 1994 citado por Brisefio 1998). Para el trabajo con
ADN la introduccion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) permite, con

tan solo una pequena cantidad de muestra, amplificar millones de veces un
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segmento particular de ADN. Todos estos componentes han sido muy importantes,
sin embargo lo que hasta ahora ha probado su utilidad en la identificacidon de
poblaciones es el analisis del ADN mitocondrial, debido a la herencia exclusiva por
via materna. Las altas tasas de variacion de la region control del ADN mitocondrial
aumentan la probabilidad de deteccion de divergencias entre poblaciones, ademas

de considerar un tamafno de poblacion efectiva reducido con retlacion al ADN

nuclear (Avise, 1995 citado por Briseno 1998).

Ademas de que los analisis de ADNmit han sido ya utilizados en zonas de mezcla
de poblaciones como son los sitios de alimentacion por Bass en 1996 y Bowen en

1996 para la tortuga carey, es importante tener el mismo marco de referencia para

tener una comparacion efectiva.
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4. JUSTIFICACION

El manejo de cualquier especie requiere darle un seguimiento a lo largo de su ciclo de
vida completo. La historia de vida de las tortugas marinas implica que mientras para la
reproduccion las poblaciones se segregan, en las fases de desarrolio y de alimentacion
ocurre una mezcla de stocks. Existe metodologia que permite rastrear tortugas marinas
por marcaje con placas metalicas y/o el rastreo via satélite. Sin embargo, dichas
técnicas presentan una visidon parcial de las migraciones y del grado de mezcla en
habitats compartidos. El uso de analisis genéticos permite ahadir informacion
complementaria con base en el conocimiento de las diferencias genéticas entre
colonias. Asi, es posible utilizar alelos (o haplotipos en el caso de ADNmit) especificos

de colonias, o la distribucion diferencial de las frecuencias haplotipicas, para estimar

cuales colonias de anidacidon contribuyen a sitios de alimentacion y en qué proporcion

lo hacen.

Dado que las poblaciones de la tortuga carey del Caribe presentan diversos estados de
conservacion y dinamicas poblacionales, el conocer cuales stocks estan presentes
permite adecuar las politicas de manejo en funcion de los requerimientos diferenciales
de la diversidad de stocks y no solamente al de uno (generalmente el mas abundante),

con la consecuente posible extincion de los menos abundantes.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El problema principal radica en determinar el origen de los individuos que existen en el
sitio de alimentacion en las costas de Campeche, de acuerdo a la literatura estos
podrian pertenecer a diferentes poblaciones radicadas en distintos paises de la region,

o de las que anidan en México. Las técnicas moleculares permiten detectar los

origenes por medio de la comparacion con los genotipos caracteristicas de las

poblaciones estudiadas. En el caso de demostrar que co-ocurren diversas poblaciones,
se podra estimar por medio de analisis estadisticos la contribucion relativa de los

distintos stocks de la region para los cuales se conoce su composicion haplotipica

(Bass et al., 1996; Bass, 7999; Diaz-Fernandez et al., 1999).

a. Hipotesis nula
v En los sitos de alimentacion en la costa del Estado de Campeche ocurre un

solo stock y este es el mismo que se observa anidando en las playas del

pais.

b. Hipdtesis alterna

v" En los sitios de alimentacion existe una mezcla de stocks cuyos origenes son

diversas poblaciones de la region, diferenciadas genéticamente entre si.
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6. OBJETIVOS

a. Objetivo general

Determinar la composicién poblacional de |a tortuga carey en el sitio de alimentacion en

frente de las costas del estado de Campeche.

b. Objetivos especificos

1.

Desarrollar y validar nuevos cebadores para la amplificacion de segmentos de la
regiéon control del ADNmit en tortugas carey mas extensos de los que se han
logrado a la fecha.

Secuenciar la regién control del ADN mitocondrial de las tortugas carey que se
encuentran en sitios de alimentacion para identificar los haplotipos presentes.
Con base en la identidad y las frecuencias de haplotipos detectados, determinar
la contribucion porcentual de las poblaciones en la regidn a las agregaciones en
sitios de alimentacion

Discutir las implicaciones de los resultados para la conservacion de la tortuga

carey en el Caribe.
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7. METODOLOGIA
a. Muestreo y manejo de los organismos

La captura de tortugas y la extraccion de tejido para este estudio fue realizada bajo
la direccion del Biodl. Vicente Guzman, CRIP-Carmen responsable del proyecto de
evaluacion de Tortugas Marinas en Campeche de la Direccién General de Vida

Silvestre (SEMARNAT) en Ciudad del Carmen Campeche.

Las tortugas se capturaron manualmente, se sigue la tortuga a velocidad media,
hasta que se canse o baje la velocidad, luego el buzo se sumerge para capturarla
en el fondo. Normalmente se utilizan dos buzos, uno que se acerca a la tortuga por
el frente para distraerla y el otro que la toma por detras (Erhart & Ogren 1999,
Guzman-Henandez, 2001). Puede ser también que se lleve empujando a la tortuga
hacia la costa. Si existen tortugas en el fondo descansando o durmiendo, a esas se
les puede capturar facilmente con un solo buzo (Guzman-Hernandez 2001). Para
tortugas que se encuentren dentro de arrecifes y/o en cuevas pequenas se pueden
capturar colocando la red a la salida de las cuevas, lo que ocasiona que suban a la

superficie para entonces ser capturadas (Guzman-Hernandez 2001).

Todas las tortugas fueron liberadas en la misma area de captura después de tomar

muestra de sangre, sus datos biométricos y la informacion sobre ubicacién del sitio

usando GPS.
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Durante todo el proceso se informo a la gente de la region y a los pescadores de las
estrategias y planes de conservacion de la tortuga. Se les entrevisté sobre cuando
se han necho pescas accidentales para saber el lugar y el entorno de la captura, en

las ocasiones cuando éstas fueron usadas para este estudio.

b. Preservacion de las muestras

Se extrajo sangre del seno cervical de los individuos capturados, usando la técnica
descrita por Owen y Ruiz (1980), y se preservaron en un buffer litico de Sulfato de
Dodecil de Sodio (SDS) conteniendo 100 mM Tris HCI, 100 mM EDTA, 10mM
NaCl, 0.5 % SDS a un pH de 8.0. La proporcion de sangre-amortiguador, se
mantuvo en wuna relacion de 1:10, de acuerdo a lo recomendado por White y
Densmore (1992) (Apéndice A). Con este preservativo, las muestras pueden

mantenerse bajo condiciones ambientales varias semanas sin deterioro det ADN.

Las muestras de sitios de alimentacion para el presente trabajo se concentraron en
la Delegacion de Medio Ambiente de la SEMARNAP en Campeche, CRIP-Carmen y

después se enviaron al Laboratorio de Genrética de la Unidad Académica -Mazatian

(ICML) para almacenamiento a largo plazo y su analisis.

c. Tamafo y periodicidad de los muestreos

Se colectaron muestras de sangre para 171 individuos de las cuales para el estudio

geneético se analizaron 130. ElI Manual de Técnicas de Investigacion y Manejo para
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la Conservacion de las Tortugas Marinas (Eckert et al. 1999) sugiere para este tipo

de estudio 100 individuos.

Los sitios fueron elegidos de acuerdo al conocimiento de los pescadores sobre
areas de alimentacion de las tortugas carey en la costa de Campeche y la facilidad
logistica para su muestreo. En el mapa de la Figura 1 se indican los sitios de

muestreo elegidos para el programa de captura.
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——— _Yucatan
“
 J
Quintana ,.
Roo
Tabasco ~N
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Figura 1. Sitios de muestreo en el Estado de Campeche (Guzman.Hernandez, 2001).
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d. Destino de las muestras de sangre

Las muestras de sangre fueron utilizadas para la obtencion de ADN. Sin embargo,

se mantendran submuestras en la Coleccion de Tejidos del! Laboratorio bajo
criopreservacion y se encontraran disponibles para cualquier verificacion o futuras

investigaciones.

e. Extraccion del ADN

E!l trabajo de laboratorio fué realizado en e! Laboratorio de Genética de la Unidad
Académica Mazatlan del ICMyL y en el Laboratorio de Biologia Molecuar detl Centro
de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo (CIAD) Unidad Mazatlan. El ADN total
se extrajo de las muestras por medio de dos técnicas: 1)la técnica de Cloruro de
Sodio en solucion saturada, seguido por precipitacion con etanol y resuspendido en
amortiguador Tris-EDTA, el detalle del protocolo se muestra en la Tabla 7.1; y 2) el
método de extraccion secuencial con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico seguido
por precipitacion en frio con alcohol etilico (Hillis-Moritz, 1990), el detalle del
protocolo se muestra en la Tabla 7.2. Los productos det ADN se almacenaron en

una solucion Tris-EDTA 0.5 M amortiguada a un pH = 8.0 y una temperatura de —

20°C.

Para determinar la calidad (ausencia de proteina) del ADN extraido para cada una
de las técnicas se utilizo el espectrofotometro a varias longitudes de onda. La

proteina absorbe primordialmente a 280 nm, mientras que el ADN a 260 nm. Para
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detectar cual de los dos métodos de extraccion resuitaba en un ADN mas limpio, se
analizaron seis muestras distintas de ADN, tres de ellas extraidas con Cloruro de
Sodio y tres con Fenol Cloroformo. Se considera puro un ADN (libre de proteinas)

cuando su razon de absorbancia A260/A280 es mayor de 1.5-1.7.

TESIS CON
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Extraccion de ADN
Buffer de lisis (50ml) para trabajo en laboratorio:

5M NacCl 1 m! (concentracion final 100 mM)

1M Tris pH 8 2.5 mi (concentracion final 50 mM)
0.5M EDTA pH 8 10 ml (concentracion final 100 mM)
20% SDS 2.5 ml (concentracion final 1%)

Aforar a 50 mi con agua desionizada

Proteinasa K 20 mg/mi

NacCl solucion saturada 6M

Etanol absoluto

TE .

Protocolo:

1. Se toma una muestra de sangre de 200 ul (sangre en buffer de

lisis) y se afora a 400 pl con el buffer de lisis para laboratorio
(aproximadamente se le agrega 200 ul del buffer de lisis).

Incubar el tejido con buffer de lisis y 20 ul de proteinasa K a 37°C por 3
horas y media o toda la noche (12-16hrs.)

Afadir 200 ul de NacCl! saturado (6M) y agitar vigorosamente.

Incubar en hielo 10 minutos.

Centrifugar a 10,000 rpm 10 minutos.

Transferir sobrenadante (500-600 ul) a un tubo con 1 ml de etanol

absoluto.
Invertir el tubo varias veces para precipitar el ADN. El ADN debe ser

visible en etanol, en ese caso transferir el ADN a un tubo con 100 ul de
TE (si el ADN no es visible se recomienda centrifugar a 13,000 rpm 10
min y lavar con etanol 70%).

8. Correr gel de agarosa 0.7% con extractos crudos de ADN para verificar

la extraccion.

N o0rw N

Tabla 7.1. Protocolo para la Extraccion de ADN con la Técnica de Cloruro de Sodio en solucion

saturada.
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10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Extraccion de ADN fenol/cioroformo

Homogeneice aproximadamente 100 mg (un volumen de 0.5 ml) en 500 ul de
STE en un tubo Eppendorf de 1.5 mL

Anadir 75 pl 20% SDS y mezcle ligeramente. Aflada 25 ul de proteinaza K (20
mg/ml).

Mezcle bien e incube durante 2 horas a 5§5°C. Mezcle ocasionalmente durante
la incubacién para mantener suspendido el tejido.

Afiada 700 pl FCI, mezcle suavemente pero por completo e incube a
temperatura ambiental durante 5 minutos.

Centrifugue por § minutos a 13,000 rpm.

Cuidadosamente remueva la fase acuosa con una pipeta de boca
ancha.Transfiera a un nuevo tubo de 1.5 mi tratando de no transferir restos
celulares ubicados en la interfase.

Re-extraer la fase acuosa con FCL y repetir desde el paso 4.

Afada 700 pl de CI, mezcle suavemente e incube por dos minutos. Invierta los
tubos una vez cada minuto para evitar la separacion de las fases.

Centrifugue por 3 minutos (13,000 rpm) y transfiera {a fase acuosa a un tubo
nuevo.

Re-extraer la fase acuosa con Cl y repetir desde el paso 8.

Anada 1/10 volumenes (aproximadamente 50 ul) de Acetato de Sodio (STE)
3M y 2.5X volumen de la muestra de etanol al 95% frio (-20°C) de 10 a 20
minutos. Agite bien invirtiendo los tubos varias veces para que se precipite el
ADN. Es posible que se observe el ADN como hilos blancos.

Incube en un congelador durante por lo menos dos horas o toda la noche.
Centrifugue durante 10 minutos a 13,000 rpm. Preferiblemente bajo
refrigeracion. Se debera observar un precipitado blanco en el fondo del tubo.
Enjuague el precipitado dos veces con 1 ml de etanol 70% frio a -20°C
anadido cuidadosamente. Agite levemente, centrifugue durante 1 minuto a
temperatura ambiental y decante el etanol.

Seque el precipitado en una centrifuga con vacio o volteando los tubos en
gradilla a temperatura ambiental durante una hora para evaporar el etanol
restante.

Resuspenda el precipitado en 250 ul de 1X TE a 37°C, puede ser necesario
incrementar la temperatura a 45-60°C si el ADN no se disuelve (en ocasiones
es necesario dejar hasta 12 hrs a temperatura ambiente).

Verificar la calidad y cantidad de ADN usando 2 ul de cada muestra en gel de

agarosa al 1%.

Tabla 7.2. Protocolo para la Extraccion de ADN con la técnica secuencial de
Fenol/Cloroformo/Aijcoho! isoamilico.
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f. Reaccién en Cadena de la Polimerasa

La técnica utilizada para la amplificacion del ADNmit fue “la reaccion en cadena de

la polimerasa” (o PCR por sus siglas en inglés; Mullis y Faloona, 1987). La
del ADN a partir de un molde o

polimerasa es una enzima que realiza la sint

hebra patron de ADN preexistente, llamado cebador u oligo y nucledtidos tri-
fosforilados. La nueva hebra obtenida es complementaria a la secuencia del ADN

templete. Debido al requerimiento de un grupo hidroxilo 3’ libre, la reaccion de la

polimerasa solo se lleva a cabo en la direccion & a 3'.

En la amplificacion, las muestras de ADN purificadas fueron utilizadas como
templete para producir copias de la region control o “D-loop” del ADN mitocondiral.
El disefio de un cebador u oligo debe considerar su complementariedad a
secuencias que flanqueen la region objeto de la amplificacion. Los cebadores son
secuencias de oligonucledtidos relativamente cortas, conteniendo 20-30 bases. Se
amplificé la mayor parte de la region control ("D-loop”) del ADN mitocondrial
(ADNmiIt) utilizando cebadores disefados en el laboratorio de genética del ICMyL

(A.breu-Grobois in prep.) siguiendo el protocolo basico de Palumbi (1996) en

volimenes de 50 pul.

Se experimentd con cuatro diferentes parejas de cebadores como se muestra en
la Tabla 7.3, esto debido a las dificultades que se tuvieron para la secuenciacion

en el equipo usado, a los cebadores se les modifico afadiéndoles la secuencia
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estandar del fago M13 hasta encontrar que la pareja de cebadores LCM15382-

M13R (Forward) y H950 (Reverse) daba una mejor secuencia.

LCM15382 H950
LCM15382-M13F H950-M13R
LCM15382-M13R H950

Tabla 7.3. Parejas de cebadores con los que se experimento.

Estos cebadores fueron los utilizados:

LCM-15382-M13R

Fago M13: Cebador:
5' GGATAACAATTTCACACAGG  —veeeee GCTTAACCCTAAAGCATTGG 3
H950

5 GTCTCGGATTTAGGGGTTTG 3

A continuacidn se muestra el Protocolo utilizado para la PCR y las

concentraciones utilizadas:

Paso(SegmentoTemp.(°C) Tiempo| Total
{min) | Ciclos
1 95 5 1
2 A 95 0.5 35
B 54 1
C 72 1
3 72 5 1
4 FIN

4
Tabla 7.4. Protocolo de termociciado para la amplificacién del ADNmit -
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Reactivos | Conc. |Unidades|C dad
trabajo ul por
tubo
Agua - - 30.2
dNTPs 2.5 mM 3.4
MgCi2 25 mM 3
Primer F 10 pM 2
Primer R 10 puM 2
Buffer 10 X 5
unidad /
Taq 5 i 0.4
DNA 4
TOTAL 50

Tabla 7.5. Mezcla de reactivos para PCR.
g. Purificacién

Para limpiar los productos de las amplificaciones se utilizé la separacion de
productos en gel de agarosa al 2 % seguido por extraccion con columnas MinElute
(de QIAGEN, Inc) que permitieron las concentraciones mas altas para Ila
secuenciacion y asi eliminar las proteinas existentes, cebadores, encimas, sales y
oligémeros asi como el material utilizado para el gel: agarosa, bromuro de etidio y

buffer de carga (dye). En la Tabla 7.6 se muestra el protocolo de purificacién que

tuvo los mejores resultados.
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Purificacion directa con sistema Minelute Qiagen

Afadir al tubo de PCR 5§ volumenes de buffer PB a 1 volumen del producto

PCR y agitar.

Preparar las columnas Minelute Qiagen.

Agregar las muestras a las columnas y centrifugar (centrifuga Heraeus
Biofuge Primo R, Germany) un minuto.

Eliminar los lavados.

Agregar a cada tubo 750 ul de buffer PE.

Incubar los tubos por cinco minutos a temperatura ambiente.
Centrifugar por un minuto.

7.
8. Eliminar los lavados.

9. Centrifugar los tubos por un minuto para eliminar todo el etanol.
10

.Colocar las columnas Minelute en microtubos limpios de 1.5 ml.
11.Para eluir el ADN agregar directamente a la membrana 10 ul de Agua
Ulirapura 18 O a cada tubo.
12.Incubar los tubos un minuto a temperatura ambiente y centrifugar un

minuto.
13.Correr gel de agarosa 2% por electroforesis (88 volts, 35 minutos), para

verificar la presencia de la banda purificada

-
.

.

NN

Tabla 7.6. Protocolo para la purificacion de ADN ampilificado por PCR.

h. Reaccion de Secuenciacion

Para este trabajo se secuenciaron los productos purificados de PCR en forma
bidireccional en donde los cebadores son los marcados con los fluorocromos, la
secuenciacion se llevé a cabo en el laboratorio de Biologia Molecular del Centro de
Investigacion en Alimentacion y Desarrollo (CIAD) Unidad Mazatlan, utilizando un
secuenciador Li-COR modelo (Li-COR, Nebraka, USA), en el cual se realizan cuatro
reacciones, cada una conteniendo el producto PCR que se va a secuenciar, los

cebadores derecho e izquierdo (M13 en este caso) marcados con fluorocromos, la
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ADN polimerasa para iniciar la sintesis de ADN, y cuatro terminadores

didesoxibases (ddA, ddC, ddG y ddT).
Sequencing kit- LC

Para realizar la reaccion de secuenciacion se utilizdé el

(Epicentre Technologies, USA) con fa enzima Therm EXCEL Iil.

La mezcla maestra para cada muestra es la siguiente:

REACTIVO 1X
Agua 2.4 ul
oligo izq 1pmol ui”’ 0.75 pl
oligo der 1pmol plI’’ 0.75 ul
Buffer de 3.6 ul

secuenciacion
Excell I ADN (enzima) | 0.5 pl

Total 9.0 ul
ADN (prod. PCR) 2.0 pul
Total por muestra 10 ut

Tabla 7.7. Mezcia maestra para la reaccion de secuenciacion.
1. Se agregaron 2 ul de mezcla maestra en cuatro tubos etiquetandolos con A,
C,GyT.
2. Se agregd 1 ul de “termination mix” (A, C, G, T ) a cada tubo correspondiente.
3. Se colocaron en el termociclador con las siguientes condiciones: dos minutos
a 92°C, 30 ciclos de 30 segundos a 92°C.- 30 segundos a 54°C y un minuto a
72°C.
4. Al terminar el termociciado se agregron1.5 ul de “stop solution” a cada tubo.

5. Se desnaturalizaron en el termociclador a 92°C por tres minutos.
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Cuando las reacciones terminan, los productos de cada reaccion se separan por
electroforesis en un gel de poliacrilamida al 5.56% con un espesor de 0.2 mm que
produce una separac.dn de alta resolucion de cada fragmento de ADN generado.
Cada uno de los fragmentos en las lineas termina con una base que corresponde ati

didesoxinucledtido usado en la reaccion, se puede leer la secuencia de ADN en

direccidéon 5 — 3.

Cabe senalar que la secuencia del ADN mitocondrial de interés fue de mejor calidad
utilizando solamente el oligo izquierdo M13, en el 70% de las secuencias obtenidas
se utilizé solamente este oligo en cada uno de los canales de lectura de

secuenciador, obteniéndose dos lecturas en sentido 5° — 3.

La lectura y edicidn de las secuencias obtenidas se llevd a cabo con el programa e-

Seq DNA Secuencing Software, Version 1.0 (LI-COR, Inc. Nebrasca, USA).

Ademas, para calibrar los resultados, se secuenciaron 30 muestras en el laboratorio
de Microbiologia de la Universidad de Nueva York con el sistema ABI (BigDye

Terminator version 3.1) , utilizando un secuenciador ABI Prism 3700 DNA Analyzer o

en un SpectruMedix 9610 Aurora DNA Sequencer.

Todas las secuencias fueron alineadas por medio del programa Genedoc (Nicholas,
2000), utilizando el algoritmo Blosum62 con los siguientes parametros: ponderacion

por apertura de gap: 8, ponderacion por extension de gap: 4, para después
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identificar los haplotipos presentes usando como referencias las secuencias para la

tortuga carey de Bass et a/. 1996 y Diaz-Fernandez et al. 1999.
i. Analisis Estadistico

i. Prueba de %2

Con los datos de los haplotipos para cada sitio de muestreo se utiliza la prueba
estadistica de 2 para determinar si existen diferencias significativas entre sitios de
muestreo, asi identificar si existe dependencia entre ellos. El programa utilizado fue
el CHIRXC (Zaykin y Pudovkin, 1993) que ademas simula fa cadena de Monte Cario
para numeros pequenos de muestra. Esta permite evitar un error tipo | (aceptacion

de un falso negativo en términos de hipotesis nula).

ii. Analisis de Stocks

Este anadlisis se realiza para definir ila contribucion de colonias (sitios de nacimiento)
de la tortuga carey en los sitios de alimentacion. Se utilizo el Programa “Turtlie” de
Bolker et al. (en Prensa) que incluye un analisis de stocks mezclados con el método
Bayesiano utilizando la Cadena Markov de Monte Carilo (MCMC), para estimar la
contribucion de haplotipos raros que solo se encuentran en pocas muestras de
poblaciones fuente. Como posibles colonias fuentes en ta regidn se utilizaron las
composiciones genéticas de las colonias presentes en la Peninsula de Yucatan y de
la region (Abreu-Grobois et al, 2003) repor_tadas en la literatura (Bass et al.,, 1999;

Diaz-Fernandez et al.,, 1996) y utilizando la base de datos de secuencias de las
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diferentes especies de tortugas marinas, generada a partir de los trabajos previos

ya publicados (Abreu-Grobois et al., 1996), toda esta informacion se compila en la

Tabla 7.8.

ili. Relacidon entre caracteristicas genéticas y Talla y Peso
En base a los datos que se tienen de talla y peso se hizo una correlacion entre las
caracteristicas de los individuos encontrados y sus Haplotipos usando el programa
NCSS version 6.0.21 Jr (Hinter, 1996) para encontrar las Medidas de Tendencia
Central y Dispersion ademas de hacer un Analisis de Varianza para asi identificar si

hay diferencias entre las medias de talla y peso para cada haplotipo encontrado.
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Tabla 7.8 Composicidn haplotipica enlas colonias de tortuga carey del Adlntico occidertal. Aqui se compila toda la informacion disponible hasta el momento, y se comparz con los resultados de este estudio para las colonias de la peninsula de Yucatin.

Para facilitar comparaciones con trabajos anteriores, s¢ indican las nomenclaturas de Bass et a. (1996 asi como la de Diaz Fernindez et a. (1999)

nom. Bass et al. |
199

nom. Dlaz-Fdez
elal 199

. AbreuGrobois

] 1 | semad, i
L] F ] n Saotal, 1908
1 1 2] 6|1 L] Bas otai, 1008
12 6|1 B | DiwFemets, 1999
i L T TR
[ N | Sesea 1908
) AT TR
% 8 | Dfetd, 1999
118 1 L] DiazFézotel, 1908
PENNSULA DE YUCATAN
10 10__ | Abreu-Groboss {en Prep }
[ bl 2 25__ | Abreu-Grobois {en Prep) |
7 1 28| AbreuGrobois en Prep) |
0 8 18| Abreu-Groboss fen Prep )|
2 2 34| AbreuGroboss {en Prep)|
8 13 1| Abreu-Grobols {en Prep) |
bl 7| Abreu-Grobois {en Prep ) |
18 8 | Abreu-Grobois (en Pre
3|« 1 47 | Abreu-Grobois {en Prep)
10 10| Abreu-Grobois {en Prep)




8. RESULTADOS

a. Muestreo

Se recibieron un total de 171 muestras de sangre de tortuga carey tomadas en
los cuatro sitios de alimentacion (Figura 1): Campeche Norte (Punta Xen,
Chenkan, y Sabancuy) y Campeche Sur (Puerto Real, Laguna de Términos). Sin’
embargo, por razones de tiempo y recursos se decidié enfocar el esfuerzo en un
numero de muestras representativo y que permitiera comparaciones entre sitios.
Finalmente, tomando en cuenta las muestras que no amplificaron, el numero

total de muestras analizadas fueron 130 como se presenta en la Tabla 8.1.

R A {727 Sitios de Alimentaclion:ZHZ=FTotal 483 suenciladas|
Campeche Sur Isla Aguada 80 42
Punta Xen 48 48
Campeche Norte Chenkan 11 11
Sabancuy 32 29
TOTAL 171 130

Tabla 8.1. Sitios de alimentacion y el numero de muestras recibidas y secuenciadas por sitio.

b. Extraccion de ADN

Se hizo la extraccion de 92 muestras con la técnica de Cloruro de Sodio citada
anteriormente y 87 mas se extrajeron con el método de Fenol Cloroformo, el

resumen de las extracciones se encuentra en la siguiente tabla:
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"ESTACION .- Sitios de Alimentacién{Fenol/Cloroformo| NacCl
Campeéhe Sur 7 .l'svla Aguada - (o] » 42
Campeche Norte Punta Xen 40
Chenkan 11
Sabancuy 29
TOTAL 80 50

Tabla 8.2. Resumen del nUmero de muestras extraidas mediante cada una de las técnicas de
extraccion de ADN por sitio de muestreo.

Con ayuda del espectrofotometro se observd que ambos métodos de extraccion

permitieron una calidad Sptima (valor de A260/A280 > 1.5-1.7); los resultados se

muestran en la Tabla 8.3.

Técnica | Muestra |Dilucién A260 A280 A280 A260/A280
(DNA) (Prot.)
neta
Ei608 | 0.1 0.789 | -0.289- 1.8478
Ei591 |- 0.1 . 0.687 |.. 1.9251
i 01, 0.907 7.9637.
Fenol-Clor | Ei559 01 | 0782 | O0esa | 0.384 2.0365
Fenol-Cior| Ei562 0.1 0.378 | 0.683 | 0.183 2.0656
Fenol-Clor | Ei567 o1 0.793 | 0.894 | 0.394 2.0127

Tabla 8.3. Determinacion de la calidad de
ADN de acuerdo absorbancia, todos los datos estan arriba del valor estandar de pureza (1.5-1,7).

c. Disefio de cebadores y PCR

Uno de los primeros objetivos de esta investigacién fue el disefar nuevos

cebadores que permitieran no solo incrementar la porcion del segmento de la

region control a amplificar sino que fueran consistentes en las reacciones de
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PCR. Después de varios intentos, los cebadores que mejor resultado dieron

fueron LCM15382-M13R (izquierdo) y H950 (derecho) citados anteriormente.

Los productos de PCR, fueron sometidos a un proceso de electroforesis en geles
de agarosa al 2% para verificar que la amplificacion se Hlevara a cabo sobre el
segmento de interés. Tal como se observa en la Figura 8.1 se obtuvieron

amplificaciones exitosas (bandas y en el tamaho esperado) para la region de

interés.

Figura 8.1. Amplificacion de segmento de aprox. 880 bases que pertenece a la regién control del
ADN mitocondrial, se sehalan el nimero de bases en el marcador molecular utilizado.

d. Purificacion de ADN

Después de algunas reacciones de PCR se observé la amplificacion de una
pequeina banda adicional por lo cual se decidié aplicar la purificacion mediante
corte de gel de agarosa, extrayendo exclusivamente la banda principal. Para
este tipo de purificacion se aplicaron dos protocolos uno eluyendo el ADN a 25 ul

(QlAquick Spin columns) y el otro eluyendo a 10 uyl (Qiagen MinElute), para
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obtener una mayor concentracion de ADN. Debido a que las mayores
concentraciones proporcionaron mejores secuenciaciones se optd por purificar

exclusivamente con el sistema MinElute Qiagen.

Se experimentd también con la aplicacion del sistema de Exonucleasa | y
Fosfatasa Alcalina de Camardn para la obtencion de un ADN mas limpio. Sin

embargo dicho sistema no funciono y se descarto.

Debido a la importancia que tiene la purificacion en la secuencia a continuaciéon

se detallan los resultados:

TR e e Moy
Columna Q
Corte
Exo y Fosf. 5
Promega 2
Mineiute sin Corte 2
Corte Minelute 65
TOTAL 111

Tabla 8.4 Ensayos de purificacion de productos de PCR, la mejor secuencia de ADN
mitocondrial se obtuvo a partir de la purificacion con corte de gel, utilizando el sistemma MinEiute
(Qiagen Inc), eluyendo con 10 ul, el detalle del protocolo se muestra en el APENDICE D.

Para identificar la cantidad de ADN obtenido fue necesario recurrir a diversas

técnicas para medir la concentracion del producto PCR purificado: la primera fue
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con un Fotodocumentador, el cual a partir de la cantidad cargada en un gel de
agarosa y la concentracion de un marcador de peso molecular especifico se
compara la intensidad de fluorescencia de bromuro de etidio con el resto de las
bandas. También se utilizo el Fluorédmetro que mide la concentracion del ADN

comparando su fluorescencia con la de un estandar.

De acuerdo a las mediciones realizadas por estos dos métodos se observo que
la gama de concentracion de ADN encontrado en las diversas muestras fue de 5
pg/ml a un maximo de 100 yg/ml, y a esta ultima concentracion maxima fue con
ta cual se obtuvo mejor calidad de secuenciaciéon. La calidad y cantidad de ADN

determina significativamente la calidad en la secuencia como se vera en la

siguiente seccion.

e. Secuenciacion

Eil objetivo medular de este trabajo fue lograr secuencias de calidad de manera
consistente. Cabe recalcar que en el laboratorio es la primera vez que de lleno
se involucra en la parte de secuenciacion ya que antes este trabajo se mandaba
a laboratorios externos. La secuenciacion se llevé a cabo en el laboratorio de
Biologia Molecular del CIAD Mazatlan, gracias a las facilidades gentilmente

proporcionadas.

Se realizaron secuenciaciones para maximizar el numero de bases obtenidas.

En un principio no se obtenian secuencias de buena calidad al parecer por la

poca cantidad de ADN.
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En la Figura 8.2 se muestran del lado derecho la lectura del secuenciador (en
direccion 5’ a 3' de abajo para arriba) las primeras secuenciaciones directas de
muestras de Carey purificadas con el sistema Qiagen mientras que en el lado
izquierdo se muestra una secuenciacion de genes clonados en el vector pGEM-T

(CIAD, lab. Biologia Molecular), se observa la diferencia en la intensidad de las

bandas:

Figura 8.2. Vista gel de secuenciacién, izq. genes clonados del vector pGEM-T, der.
secuenciacion directa de productos PCR de region control en Carey.

Debido a las dificultades encontradas con secuenciaciones directas, con los
mismos cebadores marcados, se decidié clonar un par de muestras para obtener
la secuencia completa con técnicas ya optimizadas para este protocolo. Dicha

técnica se llevo a cabo también en el laboratorio de Biologia Molecular en el

CIAD Unidad Mazatlan.

La técnica de clonacidn se basa en ligar a un plasmido la secuencia deseada
para después secuenciar la region de interés con cebadores especificos para las

secuencias de los promotores virales que contenga dicho plasmido. El plasmido
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es recreado por bacterias que lo reproducen con el inserto deseado. En el

APENDICE E se detalla el protocolo de ila clonaciéon.

Con este procedimiento fue posible obtener una secuencia completa de la region
control y una porcion de los tRNA en su extremo 5’ a partir de los productos de

PCR de dos muestras de Isla Aguada al Sur de Campeche. A continuacion se

muestran las secuencias obtenidas:

Muestra 1:

5
CCTCCCCCTGGCCGGACGATTGGGAAATCAAAAAGCAAACCTTCATCCCCGGCCCCCAAAACCGGA
ATCTTTTAATTAAACTATCCCTTGACGCAGAATAAGCGCCACCACATAAACTTACCTATATCCTCTAC
CGTGCCCAGCAGACCAATATCCGCAACACTTACCTATGTATTATTGTACATCTACTTATTTACCACTA
GCATATGACCGGTAGTACTGCTGATTAATCTGACCTAAAACATAAAATTATTGGTTTCACATAAACTG
TTTAAACTACATGACTATTATACAGGTAATAAGAATGAAATGGTATAGGACATAATATTAAGTAATTAT
TCTCAAACATGAATATTGTCACAGTAATGGGTTATTTCTTAGTTCAGCTCATCACGAGAAATAAGCAA
CCCTTGTTAGTAAGATACAACATTACCAGTTTCAGGCCCATTAATTTATGGCGTACATAACTGATCTA
TTCTGGCCTCTGGTTGTTITTTCAGGCACATCGAATTGGTAAAGTTCATTCATCTCTTTTTAAAAGGC
CTCTGGTTAAATGAGTTCTATACATTAAATTTATAACCTGGCATAAGGTGGTTTTACTTGCATATAGTA
GTCTTTTTTITTICTCTITTGTGTTCTCAGGCCCACATAACTGATACCTGCCGAATTAATGAAACTGAACC
TACGTTTAAGATGATTGGTCGTGCAAGATAATCAATGGTATTATTTAATTAATGCTTGAAAGACATATA
TTCTTATAAAAACTCACAACAGTTCAGCCTAACCTATTACAACTATACTTTTTAGTTAAACCCCCCCAC
CCCCTAACACATATGCCGATACTATTTCTTTTGCAACCTAACCGAAACTTGATCCGCGGGCCGGGC

3

Tabla 8.5. Primer secuencia obtenida a partir de la clonacién, corresponde al haplotipo EIA023.
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Muestra 2:

5'
AATCAAAAAGAAGGACCAAACCTTCATCCCCGGCCCCCAAAACCGGAATCTTTTAATTAAACTATC
CCTTGACGCAGAATAAGCGCCAACACATAAACTTACCTATATCCTCTACCGTGCCCAGCAGACCA
ATATCCGCAACACTTACCTATGTATTATTGTACATCTACTTATTTACCACTAGCATATGACCGGTAG
TACTGCTGATTAATCTGACCTAAAACATAAAATTATTGGTT TCACATAAACTGTTTAAACTACATGA
CTATTATACAGGTAATAAGAATGAAATGGTATAGGACATAATATTAAGTAATTATTCTCAAACATGA
ATATTGTCACAGTAATGGGTTATTTCTTAGTTCAGCTCATYACGAGAAATAAGCAACCCTTGTTAGT
AAGATACAACATTACCAGTTTCAGGCCCATTAATTITATGGCGTACATAACTGATCTATTICTGGCCT
CTGGTTGTTTTITCAGGCACATCGAATTGGTAAAGTTCATTCATCTCTTTTTAAAAGGCCTCTGGTT
AAATGAGTTCTATACATTAAATTTATAACCTGGCATAAGGTGGTTTTACTTGCATATAGTAGTCTIT
TTTTTCTCTTTGTGTTCTCAGGCCCACATAACTGATACCTGCCGAATTAATGAAACTGAACCTACG
TTTAAGATGATTGGTCGTGCAAGATAATCAATGGTATTATT TAATTAATGCTTGAAAGACATATATT
CTTATAAAAACTCACAACAGTTATTACAGCCTAACCTATTACAACTATACTTTTTAGTTAAACCCCC
CCACCCCCATAAACTAACATCATGCCCGATACTATTTACTTTITGCACCATCGGACCCTAGTGATTG

GGCCGTGAGTGTTGGTTIT
3’

Tabla 8.6. Muestra secuenciada a partir de la clonacion, corresponde al Haplotipo EiA001.

En dichas secuencias se encontraron dos haplotipos distintos que corresponden
a los haplotipos EiA023 y EIA001 de acuerdo a la clasificacion de Abreu (sin
publicar). A pesar del éxito por medio de clonacion, seria demasiado tardado y

costosa para su aplicacion al numero de muestras de este proyecto.

Después de haber amplificado con los nuevos cebadores: LCM-15382 M13 y
H950 se logrdé estandarizar la reaccion de secuenciacion para el resto de las

muestras y se obtuvieron secuencias de hasta 800 bases tal como de la

clonacion.

A continuacion se muestra la alineacidon de 5 muestras representativas de los 5
haplotipos encontrados en este trabajo, estan definidas por el niumero de PCR y
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catalogo que se manejo en este trabajo, ademas de sitio de muestreo donde fue
obtenida la muestra (en el Anexo 1 y 2 se observa la designacion y descripcion
para cada uno de los individuos analizados), la letra X al inicio de las secuencias

indica el inicio de la region control de ADN mitocondrial:
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>EiA039_3087_€EiS595_1Isla Aguada .
CCGGAATCTTTTAATTAAACTATCCCTTGXACGCAGAATAAGCGCCAACACATAAACTTA
CCTATATCCTCTACCGTGCCCAGCAGACCAATATCCGCAACACTTACCTATGTATTATTG
TACATCTACTTATTTACCACTAGCATATGACCGGTAGTATTGCTGATTAATCTGACCTAA
AACATAAAATTATTGGTTTCACATAAACTGTTTAAACTACATGACTATTATACAGGTAAT
AAGAATGAAATGGTATAGGACATAATATTAAGTAATTATTCTCAAACATGAATATTGTCA
CAGTAATGGGTTATTTCTTAGTTCAGCTCATCACGAGAAATAAGCAACCCTTGTTAGTAA
GATACAACATTACCAGTTTCAGGCCCATTAATTTATGGCGTACATAACTGATCTATTCTG
GCCTCTGGTTGTTTTTTCAGGCACATCGAATTGGTAAAGTTCATTCATCTCTTTTTAAAA
GGCCTCTGGTTAAATGAGTTCTATACATTAAATTTATAACCTGGCATAAGGTGGTTTTAC
TTGCATATAGTAGTCTTITTTTTTCTCTTTGTGTTCTCAGGCCCACATAACTGATACCTGC
CGAATTAATGAAACTGAACCTACGTTTAAGATGATTGGTCGTGCAAGATAATCAATGGTA
TTATTTAATTAATGCTTGAAAGACATATATTCTTATAAAAACTCACAACAGTTATTTACA
AGCCTAACCTATTACAACTATACTTTTTAGTTAAACCCCCCCACCCCCATAAACTAACAT
CATG

>EiA023_3089_Ei597_Isla Aguada
CCGGAATCTTTTAATTAAACTATCCCTTGXACGCAGAATAAGCGCCAACACATAAACTTA
CCTATATCCTCTACCGTGCCCAGCAGACCAATATCCGCAACACTTACCTATGTATTATTG
TACATCTACTTATTTACCACTAGCATATGACCGGTAGTACTGCTGATTAATCTGACCTAA
AACATAAAATTATTGGTTTCACATAAACTGTTTAAACTACATGACTATTATACAGGTAAT
AAGAATGAAATGGTATAGGACATAATATTAAGTAATTATTCTCAAACATGAATATTGTCA
CAGTAATGGGTTATTTCTTAGTTCAGCTCATCACGAGAAATAAGCAACCCTTGTTAGTAA
GATACAACATTACCAGTTTCAGGCCCATTAATTTATGGCGTACATAACTGATCTATTCTG
GCCTCTGGTTGTTTTTTCAGGCACATCGAATTGGTAAAGTTCATTCATCTCTTTTTAAAA
GGCCTCTGGTTAAATGAGTTCTATACATTAAATTTATAACCTGGCATAAGGTGGTTTTAC
TTGCATATAGTAGTCTTTTTTTTCTCTTTGTGTTCTCAGGCCCACATAACTGATACCTGC
CGAATTAATGAAACTGAACCTACGTTTAAGATGATTGGTCGTGCAAGATAATCAATGGTA
TTATTTAATTAATGCT TGGAAGACATATATTCTTATAAAAACTCACAACAGTTATTTACA
AGCCTAACCTATTACAACTATACTTTTTAGTTAAACCCCCCCACCCCCATAAACTAACAT
CATG

>Ei1iAQ024_3192_Ei704_Sabancuy .
CCGGAATCTTTTAATTAAACTATCCCTTGXACGCAGAATAAGCGCCAACACATAAACTTA
CCTATATCCTCTACCGTGCCCAGCAGACCAATATCCGCAACACTTACCTATGTATTATTG
TACATCTACTTATTTACCGCTAGCATATGACCGGTAGTACTGCTGATTAATCTGACCTAA
AACATAAAATTATTGGTTTCACATAAACTGTTTAAACTACATGACTATTATACAGGTAAT
AAGaATGAAATGGTATAGGACATAATATTAAGTAATTATTCTCAAACATGAATATTGTCA
CAGTAATGGGTTATTTCTTAGTTCAGCTCATCACGaGAAATAAGCAACCCTTGTTAGTAA
GATACAACATTACCAGTTTCAGGCCCaTTAATTTATGGCGTACATAACTGATCTATTCTG
GCCTCTGGTTGTTTTTTCAGGCACATCGAATTGGTAAAGTTCATTCATCTCTTTTTAAAA
GGCCTCTGGtTAAATGAGTTCTATACATTAAATTTATAACCLGGCATAAGGtGGtTTTAC
TTGCATATAGtAGTCTTTTTTTTCTCTTTGTGTTCTCAGGCCCACATAACTGATACCtgC
CGaATTAATGAAACTGAACCTACGtTTAAGaTGaTTGGtCGTGCAAGATAATCAATGGTA
TtaTTTaaTTAATgCTTgAAAGACATATATTCTTATAAAAACTCACAACAGTTATTTACA
AGCCTAACCTATTACAACTATACTTTTTAGtTAAACCCCCCCACCCCCATAAACTAACAT
CATG

>EiAO022_3148_Ei652_Punta Xen .
CCGGAATCTTTTAATTAAACTATCCCTTGXACGCAGAATAAGCGCCAACACATAAACTTA
CCTATATCCTCTACCGTGCCCAGCAGACCAATATCCGCAACACTTACCTATGTATTATTG
TACATCTACTTATTTACCACTAGCATATGACCGGTAGTACTGCTGATTAATCTGACCTAA
AACATAAAATTATTGGTTTCACATAAACTGTTTAAGCTACATGACTATTATACAGGTAAT
AAGAATGAAATGGTATAGGACATAATATTAAGTAATTATTCTCAAACATGAATATTGTCA
CAGTAATGGGTTATTTCTTAGTTCAGCTCATCACGAGAAATAAGCAACCCTTGTTAGTAA
GATACAACATTACCAGTTTCAGGCCCATTAATTTATGGCGTACATAACTGATCTATTCTG
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GCCTCTGGTTGTTTTTTCAGGCACATCGAATTGGTAAAGTTCATTCATCTCTTTTTAAAA
GGCCTCTGGTTAAATGAGTTCTATACATTAAAT TTATAACCTGGCATAAGGTGGTTTTAC
TTGCATATAGTAGTCTTTTTTTTCTCTTTGTGTTCTCAGGCCCACATAACTGATACCTGC
CGAATTAATGAAACTGAACCTACGTTTAAGATGATTGGTCGTGCAAGATAATCAATGGTA
TTATTTAATTAATGCTTGAAAGACATATATTCTTATAAAAACTCACAACAGTTATTTACA
AGCCTAACCTATTACAACTATACTTTTTAGT TAAACCCCCCCACCCCCACAAACTAACAT
CATG

>EiA001_3306_Ei671_Punta Xen .
CCGGAATCTtTTAATTAAACTATCCCTTGXACGCAGAATAAGCGCCAACACATAAACTTA

CCTATATCCTCTACCGTGCCCAGCAGACCAATATCCGCAACACTTACCLATgTACTATTG
TACATCTACTTATTTACCACTAGCATATGACCAGTAGTACTGCTGATTAATCTGACCTAA
AACATAAAATTATTGGTTTTACATAAACTGTTTAAACTACATGACTATTATACAGGTAAT
AAGaATGAAATGGTATAGGACATAATATTAAGTAATTATTCTCAAACATGAATATCGTCA
CAGTAATGGGTTATTTCTTAGTTCAGC TCATCACGAGAAATAAGCAATCCTTGTTAGTAA
GATACAACATTACCAGTTTCAGGCCCaTTAATTTATGGCGTACATAACTGATCTATTCTG
GCCTCTGGTTGTTTTTTCAGGCACATTGAATTgGTAAAGEITCATTCATCTCTLtTTAAGA
GGCCTCTGGTTAAATGAGTTCTATACATTAAATTTATAACCtgGCATAAQGTGGTLTTAC
TTQCATATAGTAGTCTTTTTTTTCTCTTTGTGTTCTCAGGCCCaCATAACTgATaCCTGC
CgaATTAATGAAACTGaAaACCTACGTTTAAGATGATTGGTCGTGCAAGATAATCAATGGTA
TTATTTAATTaaTGCTTGAAAGACATaTaTTCTTATAAAAACTCACAACAGTTATTTACA
AGCCTAACCTATTACAACTATACTTTTTAGTTAAACCCCCCCACCCCCATAAACTAACAT

CATG
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f. Composicion haplotipica en sitios de alimentacién

Se obtuvieron 130 secuencias con 800 bases en promedio. Se encontraron S5
haplotipos de los ya registrados en la literatura, en la Tabla 8.7 se enumeran las

secuencias de acuerdo al haplotipo.

T ] RN DE 2 [ ToRgete. L
EFHAPLOTIEO FMUESTRAS 5| iErécusncla
EiA001 3 2%
EiAQ22 2 2%
EiA023 97 75%
EiA024 2 2%
EiA039 26 20%

TOTAL| 130 100%

Tabla 8.7. Numero de secuencias en funcion de los haplotipos encontrados.

Debido a que existen clasificaciones diferentes de los haplotipos de la region
control de ta tortuga carey, correspondiendo a los trabajos de Bass et al. (1996)
y de Diaz-Fernandez et al. (1999) asi como una reciente t.:lasificacién global de
Abreu-Grobois (com. pers.) se muestra la correspondencia en la siguiente tabla
(Tabla 8.8). En las figuras se utiliza la nomenclatura de Diaz-Fernandez et

al.(1999) para facilitar la asc_)ciacién con sitios de origen.

AP ¢
EIA001 cu1 A
EiA022 MX3 P
EiA023 MX1 Q
EiA024 MX2 Q
EiA039 qQ no reconocido
Tabla 8.8. Clasificaciéon de haplotipos de acuerdo a Bass et al., (1996) y

Diaz-Fernandez et al., (1999) y su correlaciéon con los definidos en este trabajo.
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La diferencia entre la clasificacion de Bass et al. (1996) y Diaz-Fernandez et al.
(1999) se debe a que Bass et al/ (1996) trabajo con amplificaciones de 384 pares
de bases mientras que Diaz-Fernandez et al. (1999) trabajé con 480 pares de

bases encontrando 28 sitios polimérficos, tres mas de lo que habian encontrado

Bass et al (1996).

Las Frecuencias absolutas de los haplotipos encontrados en este trabajo se
muestran en la Tabla 8.9. Obsérvese que los haplotipos mas abundantes son los
caracteristicos de Meéxico. Hay un 74.6% de individuos identificados con el
haplotipo MX1 o EiIA023. En segundo lugar con el 20%, se encontrd el haplotipo
“qQ" o EiAO039 también de origen mexicano y de forma significativa se encontré
con un 2.3% de contribucion un haplotipo EiIA001 con posible origen en Cuba u
otras colonias del Caribe, aunque también se ha encontrado en muy bajas

proporciones en la colonia anidadora de Isla Aguada. (Abreu-Grobois et al,

2003).

C I;J_.I

Babaticuyilss

wrey o KR INS2ON
SR I N
EiA001—CU1

EiA022=MX3 0 2 ) o 0 2 1.5%
EiA023=MX1 32 31 10 24 97 74.6%
EiA024=MX2 1 o o 1 2 1.5%
EiA039=q o 12 1 4 26 20.0%
42 48 11 29 130 100.0%

Tabla 8.9. Clasificacion de Haplotipos en funcién de sitio muestreo .Cada columna corresponde
a un sitio de muestreo, cada fila corresponde al numero de individuos caracterizados por cada
haplotipo, se muestra la diferente clasificacion de haplotipos en la primera columna y en la ultima
se observan las Frecuencias absolutas en %. N representa el nimero de secuencias analizadas

por sitio.
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i. Comparacion de composicion entre sitios

Para verificar si existe entre los sitios muestreados una diferencia significativa
con respecto a la composicion haplotipica se obtuvo un valor de x? en la prueba
de RxC de 13.497 (x° criica= 21.026, n=4 y alfa = 0.05) por lo tanto las diferencias
no se consideran significativas (x2 < X2 critica), ¥ por ende los datos para todos los

sitios muestreados al considerarse una misma poblacion fueron combinados. En
la Tabla 8.10 se muestran los resultados. Ademas se hizo la prueba de x° en
comparaciones pareadas para todos los sitios de muestreo y se corroboroé con la
prueba de x2 general. En cada uno de los resultados se observa que no hay
diferencia significativa entre sitios con nivel de significancia del 95%, se puede
considerar entonces que la distribucidon de haplotipos en cada uno de los sitios
de muestreo no es diferente (P<0.05 con 3 grados de libertad para todos los

casos).

A YRR a;ﬁ,.;;-wx..s Significativa

Isla Aguada vs Punta Xen| 6.071 9.488 No
Isia Aguada vs Chenkan 1.203 5.991 No
Isla Aguada vs Sabancuy 0.709 5.991 No
Punta Xen vs Chenkan 3.066 7.815 No
Punta Xen vs Sabancuy 6.604 9.488 No
Chenkan vs Sabancuy 0.582 5.991 No
Todos vs Todos 13.497 21.026 No

Tabta 8.10 Prueba de xz para composiciones haplotipicas entre los sitios de muestreo. Por lo
tanto cada uno de los sitios muestreados se considera una misma poblacion con un ailfa = 0.05 y
g.f. = 3.

ii. Correlacion Talla y Peso vs Haplotipos.

Para el analisis descriptivo con respecto a talla y peso se hizo una tabla de

frecuencias con ayuda del paquete NCSS version 6.0.21 Jr (Hinter, 1996). Los
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resultados se muestran en la Tabla 8.11. Se observa que el 76% de los

individuos son menores a 45 cm. También se encontraron individuos de talla

grande: mas de 55 cm pero en tan solo el 5%.

‘TAcumulada
3 <t Cuentath
Menos de 25 4
25 To 30 27
30 To 35 52
35 To 40 79
40 To 45 99
45 To 50 113
50 To 55 121 93.8
55 To 60 126 87.7
60 To 65 127 98.5
Mas de 65 129 100.0
Tabla 8.11. Tabla de Frecuencias para la talla, donde la talla esta descrita en cm.
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Figura 8.3. Histograma de frecuencias para la talla.

En la Figura 8.3 se muestra un histograma-para la distribucion de frecuencias, se llevo

a cabo la prueba de normalidad y homocedasticidad al ser rechazada fue necesario
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utilizar la prueba de Kruskal-Wallys (Siegel, 1978) para el anadlisis de varianza. Se
obtuvieron las medidas de resumen para la talla que permiten ver la varianza y la

desviacion estandar de los datos (Tabla 8.12).

s AR | Desviacion ] 30 A E I
*N:-| Media | Estandar; : ] Haclon It Kurtosis -
130/ 38.796 10.6605 37.45 113.6463 0.2747 5.4297

Tabla 8.12. Resumen de estadistica descriptiva para la talla en centimetros midiéndose la longitud de
carapacho, N representa el numero de la muestra, la Kurtosis mide la variacion a la normalidad y e!
Coeficiente de variacion da una estimacion de cuanto se despegan los datos de la media.

Se observa que existe una variacién minima entra la Media y la Mediana, la media de
la talla para estos individuos es de 38.8 cm de LCC. Existe una variabilidad del 27% de

los datos con respecto a la media de acuerdo al coeficiente de variacion.

Agrupando en funcion de haplotipo, se obtuvieron los resulitados de la Tabila 8.13:

et B A ADSSVIACIE
EMediavi|Modal Mediana £
EiAC01 3 42.1 38 38.2 12 6.871 47.213 0.163
EiA002 2 41.3 34.5 41.25 13.5 9.545 91.125 0.231
EiA023 97 38.2 36 80 11.346 128.745 0.296 5.588
EiA024 2 30.8 29.8 308 2 1.414 2 0.045 .
EiAQ039 26 41.0 40.5 30.7 8.430 71.080 0.205 2.222
os datos de talla (cm LCC)

Tabla 8.13. Resumen de medidas de dispersion y tendencia central para
agrupandolos en funcién del haplotipo encontrado N=numero de datos, la Kurtosis mide la variacion a la
normalidad y el Coeficiente de variacion da una estimacion de cuanto se despegan los datos de la

media.

Los individuos mas grandes pertenecen al Haplotipo EiA001, a pesar de que fueron

pocos los individuos que se encontraron en este sitio de alimentacion pareciera que

son de los individuos mas grandes.
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A continuacion se observan los resultados obtenidos con una grafica de cajas, los
puntos azules muestran que existen valores extremos en los datos (Figura 8.4) de
tamano para los individuos tipificados con el Haplotipo EiA023 pero en general para el

resto de los haplotipos se tienen los mismos margenes y valores de la media.
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Figura 8.4. Distribucion de ia Talla de acuerdo al Haplotipo. Los puntos azules indican valores extremos,
los tallos indican los limites superior e inferior de la desviaciéon estdndar, la media se muestra como la
linea roja en medio de la caja y los limites de la caja representan el error estandar.

Con el analisis de Kruskal-Wallys para la talla, no se encontraron diferencias
significativas entre las medias de las tallas agrupandolas de acuerdo a los § distintos

haplotipos que se encontraron (H= 5.748116, p=0.2187, g.l.=4).

Ademas de la talla se hara el mismo estudio para el peso expresado en Kg para cada

uno de los individuos tipificados, la tabla de frecuencias obtenida para el peso se

muestra en el Tabla 8.14.
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BRY Pasoiit [INI AcUihalado |5 % 2] % Acumulado
Menos de 1 5 3.9 3.9
1T03 34 22.3 26.2
3To 5 63 22.3 48.5
5To7 82 14.6 63.1
7To9 96 10.8 73.9
9 To 11 9 105 6.9 80.8
11 To 13 |11 116 8.5 89.2
13 To 15 4 120 3.1 92.3
15 To 17 3 123 2.3 94.6
17 To 19 2 125 1.5 96.2
21 To 23 3 128 2.3 98.5
Mas de 25 | 2 130 1.5 100.0

Tabla 8.14. Distribucidn de Frecuencias para el peso en Kg. N representa el nimero de muestras en
dicho intervalo, en las ultimas columnas se muestra el %, y el % acumulado.
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Figura 8.5. Histograma de Frecuencias para el Peso en Kg.

Se hizo la prueba de normalidad y fue rechazada para los valores de peso, se observa
en la Figura 8.5 que no se tiene una distribucién normal, por lo cual se ilevé a cabo la
prueba de Kruskal-Wallys para verificar si hay diferencia entre las medias de los pesos

agrupando los datos de acuerdo a los 5 haplotipos encontrados.
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Se presentan las medidas de Tendencia Central y de Dispersion para todos los datos

de peso Tabla 8.15 y agrupandolos en funcién de los haplotipos en la Tabla 8.16.

BEENFR 153 : viaelon:]iic: &l oeficients S{: KR

ENZ|MediajModa|Mediana| RangoiREstindary|:Varianza{de Dispersion| Kurtosis

130]7.141| 3 | s5.15 45 6.1018 [37.23252 0.7901 13.8210 .
Tabla 8.15. Medidas de Dispersion y Tendencia Central para el Peso en Kg, N=numero de datos, la

Kurtosis mide la variacién a la normalidad y el Coeficiente de variacién da una estimacion de cuanto se
despegan los datos de la media.

Se observa que hay una diferencia considerable entre la Media y la Mediana por lo
tanto la Mediana nos va a dar una mejor descripcion del promedio de los datos, la
mayoria de las tortugas son pequenas y en promedio pesan 5.15 kg, aunque debe de
haber suficientes datos extremos para que la Media se calcule como 7.141 Kg. Se
puede pensar que hay suficientes individuos de peso alto. Por lo tanto se lieva a cabo

el mismo analisis agrupando de acuerdo a los haplotipos.

ox, 1Y =

cion']

¢
Haplotipo ]! Wadin] Mo ndark )ispersis .
EiA001 3 7.66 5 6 7 3.785 14.333 0.388
EiA022 2 6.75 4.5 6.75 4.5 3.181 10.125 0.333
EiA023 97 6.97 3.5 5 45 6.510 42.380 0.830 14.238
EiA024 2 3.17 3 3.175 0.35 0.247 0.061 0.077
EiA039 26 8.05 4 7.15 19.87 5.053 25.539 0.627 3.517
Tabla 8.16. Medidas de Dispersidon y Tendencia Central para el Peso en Kg agrupadas en funcion de

Haplotipo N=Namero de datos, la Kurtosis mide la variacion a la normalidad y el Coeficiente de variacion
da una estimacion de cuanto se despegan los datos de la media.

t.os Haplotipos EiA039 y EIA001 muestran a los individuos de mayor peso (Tabla 8.16).
Para el Haplotipo EiA023 debido al numero de datos se muestra una dispersion mas

grande, existen datos extremos que afectan el promedio dado el rango de 45, es por
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eso la diferencia entre la Media y la Mediana. Sin embargo se puede demostrar que no
hay diferencias significativas con el analisis de Kruskal-Wallys para el peso
agrupandolas de acuerdo al haplotipo (H=4.3648, p=0.358 9, g.l.=4). Se pueden

corroborar los datos con la grafica de cajas en {a Figura 8.6.

Box Plots
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& & —l—
= 3 [ — ]
= t ]
3 —
=3
p=4 T T T T T 1
: EiA001 €lA022 EiA023 E1A024 EIA039
Haplotipo

Figura 8.6. Distribucidon de Peso en Kg en funcion de los Haplotipos encontrados. Los puntos azules
indican valores extremos, los tallos indican los limites superior e inferior de la desviacion estandar, la
media se muestra como la linea roja en medio de ta caja y los limites de la caja representan el error

estandar.

A manera de ejercicio se realizaron las graficas de cajas pero en funcion de los sitios

de muestreo, para observar si hay alguna variante en cuanto a talla y/o peso. Observar

las Figura 8.7 y Figura 8.8.
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Figura 8.7. Grafica de cajas de acuerdo a la Talla en funcion de los sitios de muestreo. Los puntos
azules indican valores extremos, los tallos indican los limites superior e inferior de la desviaciéon
estandar, la media se muestra como la linea roja en medio de la caja y los limites de la caja representan

el error estandar.
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Figura 8.8. Grafica de cajas de acuerdo al Peso en funcién de los sitios de muestreo. Los puntos azules
indican valores extremos, los tallos indican los limites superior e inferior de la desviacion estandar, la
media se muestra como la linea roja en medio de la caja y los limites de la caja representan el error

estandar.
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Tampoco se observan diferencias significativas en funcidn al sitio de muestreo para
Talla y Peso ademas se llevo a cabo un analisis de varianza donde se obtuvieron los
siguientes resultados para la talla: H=0.9119, p=0.8225, g.l.= 3; y para el peso:

H=2.6870, p=0.4424, g.l.=3, por lo tanto no es significativa la diferencia con respecto al

sitio de muestreo.
iii. Analisis de Stocks mezclados

Para los fines del presente estudio, se compildé la informacion de composicion
haplotipica de las posibles fuentes de reclutas a los sitios de alimentacion en las costas
de Campeche. Dicha informacion se obtuvo de trabajos anteriores de Bass (1999),

Diaz-Fernandez et al. (1999) y Abreu-Grobois et al. (2003) (Tabla 7.8).

Se llevo a cabo el analisis Bayesiano de mezcla de stocks con el programa “Turtle” de
Bolker et al. (en prep.) para estimar la posible contribucion a los sitios de alimentacion,
se tomo como base los datos de la Tabla 7.8. El resultado indica que un 98% de las
tortugas que llegan a las Costas de Campeche son de origen mexicano. Debido a la
presencia del haplotipo Cu1= EiAQ01, el programa arroja un valor de aproximadamente
0.5%, 0.3% y 0.4 y 0.1% de posible contribucidn de aquellas colonias donde se ha
reportado ese haplotipo como el mas comun. Sin embargo, tomando en cuenta a) los
valores de intervalos de confianza y b) que el haplotipo Cu1-EiA001 ha sido reportado
en la colonia que anida en Isla Aguada es muy probable que estos individuos tambiéen
sean de origen mexicano. Teniendo en cuenta los valores y sus intervalos de
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confianza, la contribucion esperada del resto de las colonias a los sitios estudiados es

mas bien cero.

Contribucion Jas s de;Conflanzs yxirsuii|

L dni L A ; . Y wi S 'Elriiluflnforlora.sx ‘Limite Superior 97:5%'
Antigua 0.31 0.0% 2.6%
Barbados 0.36 0.0% 3.0%
Belice 0.07 0.0% 0.7%
Brasil 0.13 0.0% 1.3%
Cuba-Doce Leguas 0.51 0.0% 3.5%
México-Giobal 98.19 94.4% 100.0%
uUSsSvi 0.08 0.0% 0.8%
Puerto Rico 0.06 0.0% 0.7%
Nicaragua 0.08 0.0% 0.8%
Costa Rica 0.07 0.0% 0.7%

Tabla 8.18. Analisis Bayesiano de mezcla de stocks utilizando el paquete Turtle de Bolker et al (en prep.)
Se muestra la contribucion estimada de cada colonia de anidacion a la poblacion estudiada en
Campeche, basado en la MCMC, el calculo fue a partir de 130 individuos encontrados con haplotipos
previamente definidos. Se muestras los limites de confianza en los percentiles 2.5 y 97.5.
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9. DISCUSION

Las tortugas marinas son dificiles de observar dado su complejo ciclo de vida, se sabe
que después del nacimiento, crecen en el ambiente pelagico para eventualmente
regresar a las costas a alimentarse (Carr, 1987). Estudios previos en sitios de forrajeo

revelan que las agregaciones de tortugas en sitios de alimentacion estan compuestas
por mezclas de stocks provenientes de un grari numero de colonias reproductoras de la
region, algunas distantes en cientos de kildbmetros. Las técnicas de genética han
revolucionado el esclarecimiento de la composicion en estos sitios de mezcla debido a
que con marcas moleculares, que caracterizan discretamente poblaciones
diferenciadas genéticamente (Bass et al., 1996), no solo se identifican los posibles
origenes sino también se puede calcular la proporcion de cada poblacion presente.
Esto no es posible con marcas metalicas a menos de que todas las posibles fuentes
sean marcadas en la misma intensidad, lo cual no es sencillo ni se ha puesto en
practica. Aplicando los métodos moleculares a la tortuga carey, por ejemplo, Bowen et
al. en 1996 estudia en las aguas de Mona Island, Puerto Rico y concluye que la mayor
contribucidn a este sitio de alimentacion no es de la colonia local sino que proviene de
las colonias de toda la region. Broderick et al. (1994) en un trabajo realizado en el Norte
de Australia también concluye que las tortugas encontradas en esos sitios de
alimentacion se componen de diversas colonias anidadoras. De igual manera para
otras especies como la Chelonia mydas (Carr, 1975; Limpus et al. 1992) y Caretta

caretta (Laurent et al., 1993, Sears et al., 1995) indican una composiciéon mezclada de

stocks.
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Estudios realizados para otras especies en sitios de alimentacidn como la tortuga
verde, Chelonia mydas (Lahanas et al. 1998) concluyen que en aguas de Bahamas la
mayor contribucion (79%) es de los haplotipos caracteristicos de Costa Rica, la mayor
colonia de la region y por lo tanto concluyen que los tamanos de las poblaciones fuente
contribuyen de manera proporcional, independientemente de la distancia de los sitios
de alimentacion. En el caso de la tortuga verde, la mayoria de las anidaciones en el
Atlantico ocurren en Tortuguero, Costa Rica (Lahanas et a/.,, 1998) y en Campeche

para la tortuga Carey (Guzman-Hernandez, 2001).

Por otro lado, Bass & Witzell (2000) en un analisis de tortuga verde en un sitio de
alimentacion en aguas al Este de Florida estimaron que la contribucion de Costa Rica
es de solamente 48% mientras que la de Florida es de 37%, a pesar de ser una colonia
mucho mas pequena pero que esta mas cercana. Ya que el resultado contrasta con los
resuitados obtenido por Lahanas et al. (1998), los autores sugieren que la diferencia se
puede deber a la temporada de muestreo, la densidad de nidadas para ese afio, O

efectos de las corrientes (Bass & Witzell, 2000).

De manera similar Luke (2003) en un estudio en sitios de alimentaciéon para la tortuga
verde en Barbados también observa una contribucion similar entre Costa Rica, Florida
y Surinam, donde no hay una contribucion mayoritaria especifica. Concluye que los
patrones de corrientes juegan un papel predominante en la definicibn de cuales
colonias se reclutan, por lo menos al habitat en Barbados que por su situacion a la
entrada del Caribe es afectado de manera sobresaliente por corrientes que provienen
de otras regiones, esto se relaciona con el presente trabajo dado el impacto que
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pueden tener las barreras fisicas en la migracién de tortugas marinas, se observa que

puede ser determinante el flujo de la corrientes para que tortugas juveniles migren a

distintos sitios de alimentacion.

Se puede observar en los analisis de composicion en sitios de alimentacion para la
tortuga verde que hay diversos patrones: pueden haber contribuciones similares de
diversos stocks (Bass & Witzell, 2000; Luke, 2003) o una contribucién de un stock
dominante (Lahanas et al.,, 1998). En el caso de la tortuga carey Bowen et al. (1996)
presentan contribuciones variadas, pero con predominio de colonias foraneas y Diaz-

Fernandez (1999) una contribucién predominantemente proveniente de las colonias

locales.

Debido a la variacion en los resultados de distintas investigaciones, es probable que
existan factores bioldgicos u oceanograficos que influyen de manera determinante la
composicion de stocks en un sitio de alimentacion. Bass & Witzell (2000) sugieren que
las tortugas mas grandes tienden a acercarse a los sitios de alimentaciéon mas
cercanos a sus sitios de reproduccion y por eso la contribucion de la colonia “local” fue
tan alta. En este caso, se encontraria una correlacion entre los tamaios de las tortugas -
y la identidad genética. Para determinar si existia esta correspondencia, en el presente
estudio se analizaron las relaciones entre la identidad haplotipica y dos medidas de
tamano en las tortugas carey: talla y peso. No hubo diferencias significativas en el peso
o talla de los individuos con respecto al haplotipo por o que se descarta la presencia

del efecto como el que sugieren Bass y Witzell (2000).
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Witzell et al. (2002) demuestran que en un sitio de Caretta caretta la composicion
mayoritaria 79% en sitios de alimentacion es de colonias anidadoras cercanas mientras
que un 20 % corresponden a haplotipos caracteristicos de la peninsula de Yucatan por
lo que sugieren factores ambientales como las corrientes de la region que podrian
impactar diferencialmente la deriva de crias de diferentes poblaciones en su fase
pelagica (Carr, 1987). De manera mas contundente, el trabajo de Luke (2003) con

tortuga verde correlaciona las corrientes alrededor de Barbados para explicar la

composicion de stocks observada.

En un marcado contraste, en este trabajo se comprueba que los sitios de alimentacion
estudiados en aguas de Campeche se componen practicamente de un solo stock (por
lo menos en un 98%) y que corresponde a las colonias locales. En ningdn otro estudio

se ha detectado tal grado de predominancia y ausencia de evidencia de inmigracion de

colonias regionales.

Siguiendo las sugerencias de Witzell et al. (2002) y de Luke (2003) cuando se analizan
los patrones de corrientes alrededor de la Peninsula de Yucatan y dentro del Golfo de
México, queda claro que las dispersiones a las que puedan estar sujetas las tortugas
carey en su fase pelagica pueden ser impactadas por barreras fisicas y patrones de
corrientes de superficie como los que se muestran en la Figura 9.1. El flujo mas
importante, proveniente de la region oriental del Caribe (donde abundan colonias que
podrian contribuir con reclutas a los sitios de alimentacion en aguas de México) al
chocar con la Peninsula de Yucatan es proyectado por un canal muy angosto (Canal de

Yucatan) que le da velocidad y fuerza, pero es conducido principalmente hacia la

N
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Florida (Ochoa et al.,, 2001). Por otro lado, las corrientes superficiales en el Golifo de
Meéxico tienden a ser ligeras y posiblemente faciliten la permanencia de crias de carey
dentro de esta regidn. De ser correctas estas suposiciones, se esperaria una
predominancia de haplotipos de Campeche en los sitios de alimentaciéon estudiados,

precisamente lo que se observo.

Figura 9.1. Trayectoria de las boyas tomadas desde 1978 al 2003,
datos obtenidos del! Laboratorio de Oceanografia y Meteorologia del Atlantico.

Si bien seria correcto que como ha sido planteado en estudios anteriores las tortugas
carey (al igual que otras especies) cuando son acarreadas durante su fase pelagica
son mezcladas con tortugas de diversos origenes, los grados de mezcla son
determinados por la localizacion geografica de las colonias origen, los patrones de
corrientes y los obstaculos fisicos que finalmente definen derroteros y facilidad o
dificultad para emigrar. Evidentemente, los tamaiios de las poblaciones fuente deberan

también afectar la contribucidn, como lo plantea Lahanas et al. (1998).

De ser correcto el planteamiento para el area de Campeche, también se deberia
encontrar tendencias hacia la homogeneidad genética de las poblaciones locales, como

resultado a largo plazo de esos patrones de corrientes que impactarian el proceso
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evolutivo. En efecto, estudios previos sobre caracterizacion genética de la carey en
Meéxico (Abreu-Grobois et al., 2003) revelan este patron singular, con valores de

diversidad nucleotidica muy por debajo del resto en el Atlantico occidental

Tomando en cuenta la condicion de especie en peligro critico de extincion, la
predominancia casi absoluta en los sitios de alimentacion de tortugas provenientes de
colonias nacionales indicaria que la dinamica de estas poblaciones estara
principalmente definida por el manejo que se le den a las colonias reproductoras de la
especie en el pais (en playas de anidacion pero también en los mismos sitios de
alimentacion). Debido a que existe poca contribucion de colonias externas, poco

afectaran las variaciones en abundancias de ésas.

Sin embargo, esta conclusion no implica que no existan aportaciones significativas de
individuos nacidos en colonias de la Peninsula de Yucatan a sitios de alimentacion en
la regiéon. La abundancia de las anidaciones y aun, los patrones de corrientes sugieren
la posibilidad de que existan flujos importantes hacia otras regiones. Si bien no es el
proposito de este trabajo, es conveniente notar que los marcadores moleculares han
permitido corroborar la presencia de carey de origen mexicano en sitios de
alimentacion en diversas areas desde Cuba hasta Puerto Rico (Diaz-Fernandez et al.,
1999; Abreu-Grobois et al., 2003). En su conjunto, los resultados continian reforzando
la necesidad de aplicar politicas de manejo para las tortugas marinas de manera
conjunta y colaborativa entre los paises que las comparten si es que se propone lograr

su conservacion a largo plazo.
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10. CONCLUSIONES

e Se disefiaron cebadores para la amplificacidon de esta nueva regién de ADN
mitocondrial.

e Se aplicaron diversas técnicas moleculares para la amplificacion, purificacion y
secuenciacion de este nuevo segmento del ADN. ‘

e Se obtuvo por primera vez la secuencia de 880 nucledtidos de la region control
de ADN mitocondrial para la Carey.

e Se estandarizo la metodologia para obtener 880 nucledtidos de la regién control
del ADN mitocondrial.

e Se encontraron 4 sitios polimorficos en la dltima parte de la secuencia
encontrada.

e Aplicando las técnicas moleculares, se conoce la distribucion de fa variabilidad
genética entre las tortugas de carey en sitios de alimentacion.

e Se determind el origen de los individuos a través de los haplotipos ya conocidos
en la region del Gran Caribe (Bass, 1999; Diaz-Fernandez et a/.,, 1999) y la
composicion por poblaciones.

e Se encontréo que los sitios de alimentacion estan conformados principalmente
por individuos de la region y en menor grado con individuos migrantes de otras
regiones.

e En 4 habitats de alimentacion de Campeche la mayoria de los haplotipos
encontrados fueron EIA023 (Mx1), y el segundo mdas abundante el haplotipo

EiAO39 (q).
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Escasa o nula inmigracion de fuera del pais a estos sitios de alimentacion.
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APENDICE A

COLECCION Y PRESERVACION SIN REFRIGERACION
DE SANGRE PARA ANALISIS GENETICO DEL ADN

(modificado del protocolo de Brian Bowen y de White & Densmore, 1992)

MATERIALES PARA LA COLECTA DE SANGRE:

. Tubos de plastico con tapa de rosca hermética sin anticoagulante
. Para crias- de 2 ml capacidad con 0.9 m! de buffer

. Para adultos- de 10 ml capacidad con 8.5 ml del buffer

. Buffer litico SDS (ver receta mas adelante)

. Jeringas:

o para aduitos- de 3 ml con agujas 20 x 38 mm (ej. B-D Plastipak)

o para crias- de insulina .

. Guantes de hule desechables
. Hojas de datos

- Marcador indeleble

. Bolsa de plastico

METODOS PARA LA COLECTA DE SANGRE:

1. Colectar 1-2 mi de sangre del adulto 6 0.2 ml de una cria, extrayendo la misma del! seno dorsal

cervical

2. Mezclar la sangre inmediatamente con el buffer litico en el tubo de plastico en una proporcion 1:10

sangre:buffer
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3. Invertir cuidadosamente el tubo varias veces para mezclar. Algunas veces se obtendra una solucion

parcial de la sangre.
4. Almacenar las muestras a temperatura ambiental durante varios meses, o en refrigerador hasta un

afo. Evite exposicién al calor o luz solar.

5. Revisar que quedaron bien sellados los tubos guardar en doble bolsa de plastico cerrada

herméticamente para evitar fugas.

76.04 g de EDTA-Na, (conc. final 100mM)

24.22 g de Tris (conc. final 100mM)

1.17 g de NaCl (conc. final 10mM)

. 20 g SDS (conc. final 1% pes/vol)

of A @ N

. aforar a 2 litros con agua destilada y ajustar el pH a 8.0 con HCI

Nota 1: SDS es sodium dodecy! sulfate (= sodium laury! sulfate)

Nota 2: El buffer litico SDS no es téxico y puede ser almacenado por periodos extensos a temperatura

ambientatl
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APENDICE C

Electroforesis

Los productos de PCR se reconocen corriendo un get de agarosa al 2%
en una camara de eletroforesis (E-C minicell, USA) con una voltaje
constante de 70V entre 30 y 45 min. La electroforesis se llevaa cabo de la

siguiente manera:

1. Se prepara un gel de agarosa al 2%.

2. Se mezcla el producto de PCR con 2 ul de buffer de
carga (6X sucrosa).

3. EI ADN se coloca en las pozas del gel.

4. Se aplica carga de 80 volts por aprox. 30 min.

5. El gel se observa en un transiluminador de UV de
onda corta.

6. Se documenta el resultado usando una camara de

fotografias instantaneas (Polaroid, USA).
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APENDICE D

Purificacion

a) Purificacion de productos PCR (QlAquick Spin Columns kit, Qiagen Inc, USA):

1. Anadir al tubo de PCR 5 volumenes de buffer PB a 1 volumen del producto

PCR y agitar.

2. Preparar las columnas Qiagen.

a)

b)
c)
d)
e)
f)

()]
h)

i)

D
k)

Agregar las muestras a las columnas y centrifugar ( se utilizé una centrifuga
Heraeus Biofuge Primo R, Germany) un minuto.

Eliminar los lavados.

Agregar a cada tubo 750 ul de buffer PE.

Incubar los tubos por cinco minutos a temperatura ambiente.

Centrifugar por un minuto.

Eliminar los lavados.

Centrifugar los tubos por un minuto para eliminar todo el etanol.

Colocar las columnas en microtubos limpios de 1.5 ml.

Para eluir el ADN agregar directamente a la membrana 25 ui de buffer EB a
cada tubo.

Incubar los tubos un minuto a temperatura ambiente y centrifugar un minuto.
Correr gel de agarosa 2% por electroforesis (88 volts, 35 minutos), para

verificar la presencia de la banda purificada

b) Purificacion de productos PCR con Kit de Promega:
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1. Afadir a un tubo con producto de PCR 100 ul de buffer para purificacion
directa mas de 1 ml de resina y mezclar con pipeta.

Colocar mezcla en la jeringa con columna filtradora.

Ejercer presion sobre el émbolo lentamente.

Colocar en jeringa de 2 ml de isopropanol al 80% y lavar la columna.
Adaptar la columna a tubo inicial y centrifugar por 2 min a 10,000 rpm.
Colocar la columna en un tubo limpio.

Afadir 50 ul de agua sin nucleasas.

Centrifugar 20 seg a 12,000 rpm.

© @ N O o s e N

Correr alicuota de ADN purificado en gel de agarosa 2% para verificar.

10.Se almacena el producto a —-20°C.

c) Purificacion con fragmentos extraidos del gel de agarosa se utilizo el

sistema Qiagen.

La purificacion del producto de PCR se realizé utilizando el kit de Qiagen

(QlAquick Gel Exiraction kit, Qiagen Inc, USA).

1. Pesar tubos de 1.5 mi (uno por muestra).

2. Cortar las bandas deseadas con navaja esteril y colocar en microtubos (uno
por muestra). Los cortes se realizan dentro de un transiluminador (ULTRA LUM,
EA-40 USA) de UV de onda larga (para no danar el ADN).

3. Pesar los tubos mas el gel y calcular el volumen del gel.
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4. Agregar seis volumenes del buffer QG por cada volumen de gel.

5. Incubar a 50°C en termobiock (VWR Scientific industries lnc. USA) durante 10
minutos haciendo vortex cada 2 o 3 minutos (VWR Vortex mixer, Scientific
industries Inc. USA).

6. Agregar un volumen de isopropano!l a cada tubo y mezciar.

7. Preparar columnas.

8. Agregar las muestras a las columnas y se centrifugar (Heraeus Biofuge Primo
R, Germany) un minuto.

9. Eliminar lavados

10. Agregar 500 ul de buffer QG a cada tubo y centrifugar un minuto.

11. Eliminar lavados

12. Afadir 750 pl de buffer PE.

13. Incubar los tubos por cinco minutos a temperatura ambiente.

14. Centrifugar por 1 minuto.

15. Eliminar lavados.

16. Centrifugar por un minuto para eliminar el etanol.

17. Colocar las columnas en microtubos limpios de 1.5 mil.

18. Eluir con 25 ul de buffer EB directo a la membrana de la columna.

19. Incubar los tubos un minuto a temperatura ambiente y centrifugar 1 minuto a
12,000 rpm.

20. Correr gel de agarosa 2% por electroforesis (88 volts, 35 minutos), para

verificar la presencia de la banda purificada
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d) Purificacion directa con el sistema de la Exonucleasa y Fosfatasa alcalina.

e)

En un tubo esteril y limpio agregar 5 ul del producto PCR

-

Anadir 1 nl de Exonucleasa y 1 pnl de Fosfatsa Alcalina.

2
3. Calentar 15 min a 37°C
4

Calentar 15 min a 80°C

Purificaciéon directa con Sistema Minelute Qiagen.

1. ARadir al tubo de PCR 5§ volumenes de buffer PB a 1 volumen del producto
PCR y agitar.

2. Preparar las columnas Minelute Qiagen.

3. Agregar las muestras a las columnas y centrifugar (centrifuga Heraeus
Biofuge Primo R, Germany) un minuto.
Eliminar los lavados.
Agregar a cada tubo 750 nl de buffer PE.

4
5
6. Incubar los tubos por cinco minutos a temperatura ambiente.
7. Centrifugar por un minuto.

8

Eliminar los lavados.

9. Centrifugar los tubos por un minuto para eliminar todo el etanol.
10. Colocar las columnas Mineilute en microtubos limpios de 1.5 ml.

11.Para eluir el ADN agregar directamente a la membrana 10 ul de Agua

Ultrapura 18 O a cada tubo.

12. Incubar los tubos un minuto a temperatura ambiente y centrifugar un minuto.
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13.Correr gel de agarosa 2% por electroforesis (88 volts, 35 minutos), para

verificar la presencia de la banda purificada

f) Purificacion con fragmentos extraidos del gel de agarosa se utilizo el

sistema Minelute Qiagen.

1. Pesar tubos de 1.5 ml (uno por muestra).

2. Contar las bandas deseadas con navaja esteril y colocar en microtubos (uno
por muestra). Los cortes se realizan dentro de un transiluminador (ULTRA LUM,
EA-40 USA) de UV de onda larga (para no danar el ADN).

3. Pesar los tubos mas el gel y calcular el volumen del gel.

4. Agregar seis volumenes del buffer QG por cada volumen de gel.

5. Incubar a 50°C en termoblock (VWR Scientific industries Inc. USA) durante 10
minutos haciendo vortex cada 2 o 3 minutos (VWR Vortex mixer, Scientific
industries Inc. USA).

6. Agregar un volumen de isopropanol a cada tubo y mezclar.

7. Preparar columnas.

8. Agregar las muestras a las columnas y se centrifugar (Heraeus Biofuge Primo
R, Germany) un minuto.

9. Eliminar lavados

10. Agregar 500 ul de buffer QG a cada tubo y centrifugar un minuto.

11. Eliminar lavados

12. Anadir 750 pl de buffer PE.

TESIS CON
FALLA D ORIGEN 83




13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.

Incubar los tubos por cinco minutos a temperatura ambiente.

Centrifugar por 1 minuto.

Eliminar lavados.

Centrifugar por un minuto para eliminar e! etanol.

Colocar las columna en microtubos limpios de 1.5 ml.

Eluir con 10 ul de agua ultra pura 18 O directo a la membrana de la columna.

Incubar los tubos un minuto a temperatura ambiente y centrifugar 1 minuto a
4

12,000 rpm.

20.

Correr gel de agarosa 2% por electroforesis (88 volts, 35 minutos), para

verificar la presencia de la banda purificada
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APENDICE E

CLONACION

El proceso de clonacion de ADN requiere de aislar un fragmento de ADN, ligario a un
vector, introducirlo a un microorganismo (generalmente bacterias) para que al crecer

produzca grandes copias puras de esa secuencia de ADN. Por udltimo el ADN puro (el

de interés) se extrae de las bacterias para su secuenciacion.

1. LIGACION

Se realiza con el fin de insertar los fragmentos de ADN en un vector (en este caso es

un plasmido que confiere resistencia a ampicilina).
A partir del ADN purificado se realiza la ligacion utilizando el vector pGEM-T (Easy
Vector System |, Promega USA), el buffer para la ligasa y T4 ADN ligasa, los que son

de la misma casa comercial (Promega). Las proporciones de la mezcla de ligacion se

especifican a continuacion:
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REACTIVO v+iq) [ v
Agua - 8
Buffer 2X 10 10
PGEM-T 1 1
(vector)
ADN 8 -
T4 ADN ligasa 1 1
Total 20 20
V = vector, | = inserto.

La ligacidon con el vector solo se hace como control.

1. Incubar toda la noche a 4°C 6 2 h a temperatura ambiente.

2. Congelar a —20°C.

2. TRANSFORMACION

La transformacidn es una alteracion genética de una célula causada por tomar y

replicar ADN exdgeno. Los vectores (con el inserto) pueden ser introducidos y

replicados por célutas competentes de E.coli. La transformacion se realiza por un

choque térmico.

1. Se colocan las cajas de petri con LB-AMP (AMP = ampicilina a una

concentracion final de 60 ug/ml, LB = Luria Broth Base) en la incubadora a 37°C

(VWR Scientific mod. 1565 USA) para eliminar el exceso de-humedad.
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2. Se toman los viales (uno para el vector + inserto y el otro para el vector solo

como control) de células competentes E.coli (DHSa, GIBCO-INVITROGEN,

CALIFORNIA E.U.A.) del ultracongelador poniéndolos inmediatamente en hielo y

dejar descongelar (en hielo) .

3. Se hace la mezcla de ligacion:

ligacion

MEZCLA V + 1 () V (ut)
Bacterias E. coli 50 50
Mezcla de 5 5

4. Se incuba en hielo por 30 minutos.

5. Se hace choque térmico a 37°C en termoblock por 20 segundos, se colocan

inmediatamente en hielo.

6. Se dejan en hielo dos minutos.

7. Se agrega 1.5 mil de SOC ( 2% de bacto peptona, 0.5% de cloruro de sodio,

1% de cloruro de potasio 250mM y 2% de glucosa 1M) y se transfiere a tubo de

centrifuga de 10 mi (esteéril).

8. Se incuban una hora a 37°C con agitacion a 240 rpm (LAB-LINE, USA).

9. Se centrifugan cinco minutos a 8000 rpm.

10. Se descartan los sobrenadantes y se resuspenden los pellets con el

sobrenadante residual.
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11. Se siembran 10 ul en una caja de LLB-AMP y el resto en otra caja.

12. Se incuban a 37°C toda la noche .

3. INOCULACION DE COLONIAS

El levantamiento de colonias consiste en inocuilar tubos con caldo LB- AMP con las
colonias que crecen, utilizando palillos de madera estériles, se toma una colonia por
tubo, el nimero de colonias levantadas depende de la recombinacion, aparte se

adiciona un tubo mas con medio sin inocular como control negativo.

1. Se prepara caldo LB-AMP al momento de usar (120 ul de ampicilina a una
concentracion de 25 mg mli™ por cada 50 ml de LB)

2. Se distribuyen dos mililitros en tubos de fondo redondo (falcon #2059).

3. Se toman colonias aisladas con palillos de madera estériles y se colocan en
los tubos falcon (de 6 a 10 colonias por caja, una colonia por tubo).

4. Se incuban toda la noche a 37°C con agitacion (240 rpm).

4. MINIPREPS
La técnica de minipreps se realiza para hacer la extraccion del plasmido contenido en

la bacteria (E. coli), para este fin se utiliza el kit de Promega ( Wizard Plus SV

Minipreps Promega, USA).
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1. Se transfieren 1.5 mi del cultivo a un microtubo estéril de 1.5 mi.
2. Se centrifugan un minuto a maxima velocidad y se descartan los
sobrenadantes.

3. Se agregan a los tubos 250 ui de “resuspension solution” y se mezclan con

vortex,

4. Se agregan 250 ul de “lysis solucion” (a cada tubo), invirtiendo el tubo 4
veces.

5. Se incuban los tubos cinco minutos a temperatura ambiente.

6. Se agregan 10 ul de proteasa alcalina a cada tubo.

7. Se incuban cinco minutos a temperatura ambiente.

8. Se agregan a cada tubo 350 ul de “Wizard plus SV neutralizacion solution”,

invertiendo el tubo para mezclar.

9. Se centrifugan los tubos a maxima velocidad (aproximadamente 14000 x g)

por 10 minutos.

10. Se preparan las columnas y se transfirien los sobrenadantes sin tocar el

pellet.

11. Se centrifugan los tubos a maxima velocidad por un minuto a temperatura

ambiente.

12. Se agregan a cada tubo 750 ul de “column wash solution” previamente

diluido con etanol al 95%.

13. Se centrifugan | de nuevo los tubos a maxima velocidad por un minuto a
temperatura ambiente y se descartan los sobrenadantes.

14. Se repete el lavado con 250 ul de “column wash solution”
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15. Se centrifugan los tubos a maxima velocidad por dos minutos a temperatura

ambiente.

16. Se transfieren las columnas a microtubos nuevos (estériles) de 1.5 mi
17. Se eluye el ADN plasmidico agregando 30 pl de agua libre de nucleasas, a la
columna.

18. Se centrifugan los tubos (a maxima velocidad) por un minuto a temperatura

ambiente, para obtener el ADN.

5. DIGESTION ENZIMATICA CON ECO RL

La digestion con enzimas de restriccion son Utiles en la clonacion para identificar los
clones que portan la secuencia de ADN deseada y asi seleccionar el clon de la

muestra que se va a secuenciar. La enzima utilizada fue Eco Rl (Promega, USA).

REACTIVO 1X (ul)

Agua (estéril) 6.9

10 X Buffer ECO 1.0

Ri

BSA 10 X 0.1

ECO RI (enzima) 1.0

Total 9.0

1. Se colocan nueve ul por muestra en microtubo (1.5 ml) y se agregé 1 ul de ADN.
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2. Se incuban a 37°C por dos horas (incubadora VWR scientific mod 1565, USA).

3. Se agregan dos ul de colorante (6X Dye) por cada tubo.

4. Se corre un yel de agarosa al 1 % por electroforesis, 88 volts por 35 minutos (fuente

de poder E-C minicell, USA).
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ANEXO 1

Datos de colecta en sitios de alimentacion de tortuga carey en la Peninsula

de Yucatan, México
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ANEXO 2

Haplotipos de la regién control en sitios de alimentacion de tortuga carey

- en la Peninsula de Yucatan, México
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ANEXO 3

Alineacion de haplotipos de la region control en sitios de a_limentacién de

tortuga carey en la Peninsula de Yucatan, México
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