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RESUMEN

A pesar de ser una especie en peligro de extincion, varias colonias de tortuga verde
Chelonia mydas, exhiben sefiales de recuperacion con crecimiento significativo. Para
conocer la estructura genética de las poblaciones de tortuga verde en el golfo de México y
como se contribuyen a los sitios de alimentacion de la regién, se analizo la distribucion
geografica de la variacién de un segmento de aprox. 800 pb de la region control del
ADNmMiIt en 333 individuos de 10 colonias de anidacién a lo largo del golfo de México,
durante las temporadas 2005 (n=127) y 2006 (n=206). El segmento amplificado permitio
identificar 2 haplotipos nuevos, variantes de los haplotipos CM-Al y —Al18 por una
insercion/delecion en la region nueva. Para comparar con trabajos previos de la especie, se
usaron sélo los primeros 483 pb que resolvieron un total de 7 haplotipos; 6 de ellos
previamente reportados para la especie, y uno que resultd endémico en nuestro pais. Los
analisis de diferenciacion interpoblacional (Fst y @sr), de Varianza Molecular (AMOVA),
y los niveles de flujo génico (Nm) entre poblaciones, mostraron una fuerte estructura en las
colonias, indicando la presencia de 4 Unidades de Manejo. Los indices de diversidad
genética (h y =) se encontraron dentro de la gama de valores reportados para la especie en
el Atlantico, con valores en el limite superior en las colonias insulares (h > 0.5; 7> 0.004).
El analisis de las distribuciones Mismatch arrojo que las UM ubicadas en el norte del
Caribe Occidental han sufrido una expansion reciente, y el resto se encuentran en
crecimiento constante. EI modelo de aislamiento por distancia dio no significativo (P=0.2)
entre las UM dentro del Caribe Occidental. EI analisis de Stocks Mezclados indic6 que la
mayor parte de las poblaciones estudiadas se dispersan para alimentarse en fases pre-
adultos a sitios dentro del Gran Caribe, principalmente en la costa sureste de Estados

Unidos, disminuyendo al considerar los tamafios poblacionales a razén de hembras/afio.



ABSTRACT

Despite being an endangered species, several rookeries of green turtle, Chelonia mydas,
exhibits signs of recovery with significant growth. To understand the level of demographic
independence among rookeries, the genetic structure of the species needs to be understood.
Our goal was to ascertain the genetic structure of nesting populations in the Gulf of Mexico
and how these contribute to the feeding aggregations in the Atlantic basin. We analyzed the
geographic distribution of the sequence variation for 800 bp a segment of the mtDNA
control region in 333 individuals from 10 nesting colonies sampled during the 2005
(n=127) and 2006 (n=206) breeding seasons. The segment amplified is larger than the
commonly used segment (483 bp). We identified 2 new haplotypes variants for CM-Al and
-A18. To compare with previous studies, we used the first 483 bp that resolved a total of 7
haplotypes, 6 previously described for the species within the Greater Caribbean, with only
one endemic to our country. Results for genetic differentiation (Fst y @sr), molecular
variance (AMOVA), and gene flow (Nm) among populations, reflecting a strong structure
among the colonies with 4 Management Units. Haplotype and nucleotide diversities (h and
7) were within the range of values reported for the species in the Atlantic, but these values
for both island rookeries were in the upper range (h > 0.5; 7 > 0.004). The Mismatch
distributions to elucidate models of population expansion indicated that the UM located in
the northern West Caribbean had a recent expansion, while the rest would be at
equilibrium. Isolation was not significant (P=0.2) among the UM within the Western
Caribbean. Mixed Stock Analyses indicated that most of the populations from Gulf of
Mexico disperse to feed as pre-adult at foraging sites within the Great Caribbean, mainly on
the SE coast of the United States. When population sizes are considered (female/year), the

largest regional rookery remains the greater contributor.



1. INTRODUCCION.

1.1. Biologia de la especie.

1.1.1. Taxonomia.

Aunque en general las especies de tortugas marinas fueron descritas en 1758 por
Linnaeus como Testudo mydas, no fue sino hasta 1868 que Bocourt define el género

Chelonia.
Chelonia mydas (Linnaeus, 1758).

Animalia
Chordata
Vertebrata
Reptilia
Testudines
Cheloniidae
Chelonia
Mydas

Los nombres comunes son Green Turtle (inglés); Tortuga Blanca, Verde,
Caguama (en el Caribe); Aruana, Suruana, en Brasil (portugués); Tortue Verte
(francés); Suppenschildkrote (aleman).

La morfologia esquelética del cuerpo de las tortugas marinas tiene caracteristicas
muy especiales, ya que la concha se forma con el crecimiento de placas 6seas de origen
dérmico que se fusionan dorsalmente a las costillas y a las vértebras, formando una dura
boveda; ésta se continua lateralmente en la parte ventral, con el plastrén, que en las
tortugas terrestres esta totalmente soldado al carapacho y en las marinas se encuentra
solamente articulado en los puentes, por medio de tejido conectivo cartilaginoso, mismo
que le permite cierta distension en direccion vertical, facilitando los movimientos de la
respiracion.

Entre las drbitas de los ojos, Chelonia mydas tiene un s6lo par de escamas
prefrontales alargadas, pico aserrado, y trece escudos mayores en el carapacho, delgados
flexibles y lisos, que incluyen cinco centrales y cuatro pares de laterales; usualmente 12
pares de escudos marginales. En el plastron presentan cuatro pares de escudos
inframarginales, sin poros. Los juveniles conservan una quilla que desaparece con la
edad. Cada aleta tiene una sola ufia visible (Pritchard y Mortimer, 1999).

Es la méas grande de las tortugas marinas de concha dura y, después de la laid
(Dermochelys coriacea), es la mas grande de las siete especies. Su caparazon presenta

una gran variacion de color de individuo a individuo, aunque generalmente se observa




cada escudo con una coloracién mas clara, partiendo de él estrias irregulares de color
claro sobre café negro o verde. En su cabeza relativamente pequefia se observan
escamas simétricas.

La tortuga verde recibe este nombre por la grasa acumulada debajo del
caparazon, misma que le da el tipo de alimentacion principalmente herbivora (Pritchard
y Mortimer, 1999).

1.1.2. Habitat.

A pesar de que en la tierra son lentas, las tortugas marinas son muy buenas
nadadoras y pueden alcanzar velocidades cercanas a 35 km por hora. Las hembras de
todas las especies regresan a tierra, a intervalos regulares durante la época de
reproduccion y a anidar en las playas arenosas para enterrar sus huevos.

Sus limites geograficos quedan dentro de las isotermas de 20°C y sus cambios de
distribucion (migraciones) respetan esos linderos durante las diferentes estaciones del
afio. Es tipicamente neritica y solitaria; habita en las aguas de la plataforma continental,
formando agregaciones para alimentarse en aguas someras (Marquez, 1996).

1.1.3. Alimentacion.

Una vez saliendo de su fase pelagica en la que son omnivoras, las tortugas
verdes en su fase juvenil inician su cambio hacia una dieta herbivora a base de algas y
zacates marinos (Marquez, 1996).

En términos generales, los adultos de la tortuga verde se alimentan durante el dia
en aguas someras. Los principales componentes de su dieta son, en primer término,
zacates marinos, y en segundo, algas, aunque de forma incidental también comen
pequefias cantidades de alimento de origen animal (2%) tales como crustaceos,

moluscos, esponjas, briozoarios, erizos y tunicados.
1.1.4. Ciclo de vida.
Las tortugas marinas no son los Gnicos organismos que se caracterizan por tener

largos tiempos de generacion y maduracion tardia, pero sus ciclos de vida si son

notablemente complejos, y cada una de las fases de crecimiento tienen caracteristicas




distintivas muy peculiares (Frazier, 2001) (Figura 1). Durante sus migraciones recorren
cientos y a veces miles de kilébmetros al trasladarse entre sus sitios de alimentacion y
anidacion. Pasan la mayor parte de su vida en el mar, y durante la temporada de
reproduccion, las hembras regresan a las playas a desovar. Los ciclos de anidacion son
multiples, debido a que casi nunca desova al primer intento, y en varias ocasiones
recorre trechos de mas de cien kildbmetros antes de hacer el nido definitivo, siempre
buscando espacios libres de vegetacion.

Las crias como resultado de la incubacion, aparecen en la superficie del nido a
partir de los 45 dias de haber sido depositado los huevos por las hembras. Una vez que
las crias se alejan de la playa donde nacieron y, mientras alcanzan tallas adecuadas, se
mantienen a las corrientes oceanicas o entrando en giros. Después de cierto periodo,
generalmente mas de un afio, las pequefias tortugas abandonan estos refugios e inician
travesias de retorno hacia las costas de donde originalmente proceden. Desde que son

crias, y hasta la madurez, pasa un tiempo aproximado entre 15 y 30 afios.
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Fig. 1. Ciclo de vida generalizado para las tortugas marinas, basado en Miller
(1997) y Chacén (2002).




1.1.5. Comportamiento reproductivo.

Todas las tortugas marinas son especies anidadoras, en las que en determinada
temporada del afio, las hembras regresan a las playas en donde nacieron, hacen los nidos
y depositan sus huevos. Esta conducta que puede ser individual o colectiva dependiendo
de la especie.

El comportamiento reproductivo de la tortuga verde es complejo, ya que cada
hembra posterior a su anidacién requiere migrar a su sitio de alimentacién y acumular
suficientes reservas energéticas para volver a desarrollar los foliculos para su
reproduccion en una temporada futura. En parte porque estas tortugas son herbivoras y
porque los niveles energéticos requeridos para este proceso son altos: cada hembra
reproductora tarda generalmente mas de un afio (en promedio 3 afios; Troéng et al.,
2007) en regresar a anidar. A esto se le llama la “remigracién” a su playa de anidacion.
Lo que implica este proceso, es que de las tortugas que anidan en un afio en particular,
la mayoria no seran las mismas que anidan el afio subsecuente. Por otro lado, las
anidaciones de la especie en la mayoria de las playas del Caribe occidental fluctdan
entre afios, con abundancias altas en los afios pares, y bajas en afios nones. No se sabe la
razon para estas fluctuaciones.

Este ciclo de remigracién es de caracter especifico y en el caso particular de la
tortuga verde, asi como también la prieta y la carey, puede tener una periodicidad de
dos, tres, cuatro, cinco afios y en algunos casos poco frecuentes de méas de cinco afios;
aunque los periodos mas comunes son los de 2 y 3 afios. Esta secuencia ciclica no es
definitiva, ya que en ocasiones se retrasa por un afio o se suspende por periodos mas
largos, debido a escasez de alimento, cambios ambientales extraordinarios,
enfermedades, etc. (Marquez, 1996).

En el caso de C. mydas, la temporada de anidacion en el golfo de México y mar
Caribe, ocurre entre los meses de mayo a octubre, siendo el periodo de mayor
abundancia entre junio y septiembre. El ciclo reproductivo individual se repite
generalmente cada dos o tres afios. El arribo de las tortugas a las playas de anidacion
ocurre durante la noche y pueden anidar de una a tres veces en la misma temporada con
intervalos de 12 a 14 dias. Cada nidada contiene alrededor de 114 huevos, cuya

incubacion se efectla en un lapso de 45 a 60 dias.




1.1.6. Anidacién.

Comunmente se efectlia durante el verano, en playas arenosas, dentro de zonas
tropicales y subtropicales que se encuentran aproximadamente entre los 40°N y 30°S,
siempre con temperaturas por encima de los 24°C en el agua superficial del mar.

Las tortugas marinas regresan a anidar a la misma playa donde nacieron,
conducta conocida como “filopatria”, lo que ayuda a comprender la estabilidad y
permanencia de las colonias, las poblaciones, y aun las especies. No obstante, también
ocurre de manera muy poco frecuente la “traslocacién” temporal o permanente del sitio
de anidacidn para tortugas individuales, pudiendo dar origen a fallos filopatricos, esto es
que las hembras colonicen nuevos sitios en busca de playas de anidacién, permitiendo a
la especie una proteccion para su supervivencia y, al hacerlo, poder sobrevivir en caso
de que hébitats antiguos sean destruidos o alterados.

Una vez que alcanzan la madurez y llegan a la edad de primera reproduccion
estimada entre 17 y 23 afios (Carr et al., 1978; FitzSimmons et al., 1995; Chaloupka et
al., 2004), los adultos realizan grandes migraciones desde los sitios de alimentacion a
las zonas de anidacién. Un ejemplo de ello es el extenso recorrido de mas de 2100 km
que efectla la tortuga verde para alimentarse y reproducirse desde la isla Ascension, a la
mitad del Océano Atlantico, donde anida, hasta las costas de Brasil, donde encuentra su
alimento, y que para regresar a la isla tiene que nadar en contra de la Corriente
Ecuatorial sudatlantica. Casi nunca desova al primer intento, y en multiples ocasiones
recorre trechos de méas de cien metros antes de hacer el nido definitivo, siempre

buscando espacios libres de vegetacion (Marquez, 1996).

1.2. Distribucion.

1.2.1. Mundial.

Esta especie tiene amplia distribucién tropical y subtropical en aguas costeras
continentales e insulares, siendo rara en aguas templadas. Se sabe que algunas
poblaciones efectlan grandes migraciones desde los campos de alimentacion hasta las
zonas de postura, a veces varios miles de kilébmetros de distancia. Casi todas las
migraciones las efecttan costeando, pero algunas poblaciones cruzan el océano hacia las

zonas de alimentacion. Un ejemplo de ello es la poblaciéon que vive en la isla de la




Ascension, en el Atlantico central, la que segun informes del Doctor Archie Carr,
realiza una verdadera migracién transoceanica (2,200 km) hasta llegar al norte de Brasil
(Marquez, 1996).

A nivel mundial, segin datos de Seminoff et al. (2004), se conoce que la
principal colonia reproductiva de C. mydas esta localizada en la Isla de Raine, en
Australia (~80,000 hembras/afio), en tanto que en la region del Caribe, la zona de mayor
anidacion es Playa de Tortuguero, en Costa Rica (~24,000 hembras/afio). En México
también ocurren anidaciones importantes, observandose dentro de la Peninsula de
Yucatén un promedio de 1547 hembras/afio en Meéxico. En el Atlantico Sur, destacan
Isla Trindade, en Brasil, e Isla Ascension con 3000 y 4000 hembras/afio,

respectivamente.

1.2.2. En México.

La anidacion en México se distribuye desde Tamaulipas hasta Quintana Roo,
con algunas areas de mayor abundancia en la Peninsula de Yucatan: Isla Aguada, rio
Lagartos, Cozumel, etc., siendo el periodo de mayor abundancia entre junio y
septiembre (Marquez, 1996).

1.3. Genética de la conservacion.

El uso de las tortugas marinas como alimento, ha sido histéricamente un habito
tradicional de muchos pueblos riberefios, y esta situaciéon se repite alrededor de las
regiones tropicales y subtropicales de todo el mundo (Marquez, 1996).

Esta especie en particular es muy apreciada por su carne, sus huevos, y el calipee
que es un material cartilaginoso —encontrado dentro del plastron- usado en la sopa.
Estos sirvieron de sustento para las tripulaciones de las embarcaciones utilizadas
durante los periodos de exploracion, expansion y colonizacién del Nuevo Mundo (Carr,
1954; Parsons, 1962).

Como consecuencia de la sobrepesca, grandes poblaciones de tortuga verde han
sido destruidas. Uno de los casos es el ocurrido en Bermudas, donde en algun tiempo
existio un conjunto de estos organismos anidando y alimentandose (Ingle y Smith,
1949; Parsons, 1962), sin embargo, fue tal su explotacion, que a finales del siglo XVIII

la poblacion se redujo al grado que la captura comercial dejo de ser rentable (Garman,




1884b en Carr, 1952; Parsons, 1962), y la poblacién anidadora fue destruida (Lagueux,
2001).

Por otra parte, a finales del siglo XVII, una enorme colonia de tortuga verde en
la Isla Gran Cayman, se vi6 mermada debido a su sobreexplotacién, y muchas otras
colonias a lo largo del mundo tuvieron el mismo destino (Parsons, 1962; King, 1982).

Entre las amenazas a la sobrevivencia de las tortugas marinas alrededor del
mundo, se encuentran las actividades humanas que debido al desarrollo incontrolable,
han provocado la pérdida y degradacion del habitat, ocasionando directamente la
destruccién de playas de anidacién. Ademas de la captura ilegal y colecta de huevos,
otras de las causas que han derivado directamente en la merma de las poblaciones de
tortugas a nivel mundial, estan los cambios climaticos inducidos por el calentamiento
global, la contaminacion marina, e incluso depredadores naturales como amenaza a los
huevos y crias (WWF, 2008).

A nivel global, por ser consideradas las tortugas marinas como especies en
peligro de extincién, se encuentran incluidas en el Apéndice | de la Convencion
Internacional para el Comercio de Especies Amenazadas de Flora y Fauna Silvestre
(CITES), por lo que su manejo, recuperacion y posible aprovechamiento esta sujeto a
programas de manejo que involucran tanto reglamentos nacionales como
internacionales.

México no estd excluido de esta problematica, por lo que el gobierno la
considera en peligro de extincién de acuerdo a la norma NOM-059-ECOL-2001.

Con el propdsito de estudiar los problemas complejos que rodean la destruccion
del habitat y la proteccion de la especie, fue que se desarroll6 la Biologia de la
Conservacion. Los objetivos de los bidlogos de la conservacion son entender cémo los
humanos afectan la biodiversidad, y de esta manera proporcionar soluciones
potenciales. Para esto, la Biologia de la Conservacion requiere, para su Optimo
funcionamiento, de muchas disciplinas, entre las que se encuentra la Genética.

Dentro de las contribuciones que ejerce el enfoque molecular de la genética a
este nuevo campo estd la caracterizacion a nivel genética de las poblaciones, para
evaluar los niveles de variabilidad que contienen, tanto dentro de las poblaciones como
entre ellas. EI conocimiento de los niveles de variabilidad genética son importantes ya
que se considera que reducciones en este parametro reduce la capacidad para adaptacién

de los organismos y se incremente el riesgo de extincion (Frankham, 1995).




Como otras especies de amplia distribucion, las tortugas marinas estan
conformadas por varias subunidades demograficas que pueden identificarse a traves de
distintas técnicas. Se han empleado muchas de éstas, pero una de las mas exitosas
aprovechan métodos genéticos que permiten identificar las poblaciones mendelianas
también llamadas “Unidades de Manejo” (UM; Moritz et al., 2002), término acufiado
para definir aquellas poblaciones que muestran entre si una divergencia significativa en
la frecuencia de sus alelos, importante para estudios de conservacion ya que representan
poblaciones relacionadas pero con niveles bajos de flujo génico entre ellas, lo cual las
convierte en funcionalmente independientes. Estas pueden ser monitoreadas con los
“marcadores moleculares” que las identifican, aportando un conocimiento del grado de
endogamia, estructuracion genética y dindmica metapoblacional. El aislamiento entre
las UM se deriva de una presencia de bajos niveles de flujo génico o migracion entre las
unidades reproductoras. Una consecuencia de este tipo de aislamiento es que las
poblaciones exhibiran una dindmica poblacional independiente correlacionada con el
grado de diferenciacion genética, por lo tanto, dichas poblaciones responderan de
manera independiente a las acciones de manejo, mismas que deben ajustarse al estado
de conservacion de cada una de las poblaciones (Moritz, 1994).

Una de las técnicas moleculares mas empleadas para determinar la estructura
poblacional de las tortugas marinas, es el uso de la region control (RC) del ADN
mitocondrial (ADNmit) y cuyo tamafio oscila alrededor de los 1100 pb. Dentro de esta
region se encuentra el sitio de inicacién de replicacion, también conocida como “D-
loop” término con el que frecuentemente (y erréneamente) se denomina la RC. Este
segmento del ADNmit se caracteriza por ser no codificadora y matrilineal, esto significa
que todas las crias independientemente del sexo lo heredan directamente de la madre sin
ninglna contribucién del padre. A pesar de que el poder de resolucién de este marcador
se encuentra condicionado a la metodologia empleada, evoluciona mas rapido que el
resto del genoma. En muchas circunstancias, los marcadores heredados por las hembras
nos proporcionan las perspectivas sobre sus conductas reproductoras que son de gran
importancia para la supervivencia de la especie (Bowen y Avise, 1995), por este motivo,
se le reconoce a la region control como el segmento de ADNmit idoneo para los
estudios en playas de anidacion. Gracias a estos estudios es como hemos podido
conocer que las tortugas retornan a su region de origen para reproducirse, aunque los
sitios de reproduccion de una poblacion pueden abarcar varias playas de anidacion,
distanciadas entre si hasta 100-400 km (Norman, 1996; Bowen y Avise, 1995).




11. ANTECEDENTES.

El estudio de las tortugas marinas se ha visto complicado por numerosos aspectos, pero
particularmente por lo prolongado de su ciclo de vida y los extensos desplazamientos ya
sea por la dispersion impulsada por las corrientes ocednicas en sus etapas juveniles
como las extensas migraciones entre hébitats de reproduccion y alimentacion de los
adultos. Por otra parte, las relaciones evolutivas entre sus poblaciones fueron objeto de
polémica debido a que los organismos presentan rasgos morfoldgicos extremadamente
conservados y no se prestaban facilmente a un analisis filogenético con las herramientas
antiguas. En los ultimos afios, los marcadores moleculares han sido utilizados para
aclarar aspectos de la vida tanto juvenil como adulta de organismos marinos migratorios
que incluyen a los salmones, ballenas y, por supuesto, tortugas marinas (Utter y Ryman,
1993; Baker et al., 1994; Norman et al., 1994 en Lahanas et al., 1998).

El empleo de la genética molecular para el estudio de las tortugas marinas, ha
permitido esclarecer diversos aspectos sobre su historia evolutiva, filogeografia,
conducta migratoria, estructura poblacional y sistemas de apareamiento (Bowen y Karl,
1997), y particularmente los estudios poblacionales de la herencia maternal del ADNmit
ha permitido el desarrollo de marcadores genéticos para C. mydas, aportando valiosos
datos acerca de cdmo estan estructuradas sus poblaciones, cual es su comportamiento
reproductivo y, por ende, de su conservacion (Bowen et al., 1992; Allard et al., 1994;
Lahanas et al., 1994; Encalada et al., 1996, en Lahanas et al., 1997). Otro punto que ha
sido aclarado es la tendencia de las hembras hacia la filopatria, ademas de ser la
secuenciacion del ADNmit una de las herramientas mas Utiles para abordar y extender
hipotesis sobre la ecologia de las tortugas marinas (Norman et al., 1994; Bowen y Karl,
1997; Bowen 2003).

2.1. Estructura genética de las poblaciones.

En 1992, Bowen et al., a través del uso de RFLP, realizan un estudio global sobre
tortuga verde, que incluye un total de 226 ejemplares, representando 15 principales
colonias en los océanos Atlantico, indico, Pacifico, y mar Mediterraneo, para esclarecer
aspectos evolutivos y de su historia natural. El analisis genealdgico de los 14 genotipos
encontrados, sefiald la presencia de dos grandes grupos en que se divide la especie en

las cuatro regiones estudiadas: (1) las poblaciones del océano Atlantico y mar




Mediterraneo; (2) las de los océanos Indico y Pacifico. Los individuos de estos dos
grupos fueron separados por 5 6 mas cambios por sitios de restriccion. El nivel de flujo
génico (Nm) entre los diferentes pares de colonias, fue muy bajo (< 1), lo cual indica un
pequefio intercambio genético entre las colonias. En general, los resultados indicaron
una bifurcacion histérica de las poblaciones de C. mydas entre: (1) los océanos indico y
Pacifico y (2) el Atlantico y el Mediterraneo. Ellos infieren que este patron encontrado
es consistente con los limites geogréaficos y climaticos que definen las distribuciones de
la tortuga verde. Sugieren que las poblaciones de estas dos regiones probablemente
fueron aisladas debido a las bajas temperaturas registradas en el sureste de Africa y
especialmente en America del Sur, ya que actualmente no hay barreras fisicas que
impidan el movimiento dentro del Atlantico y Mediterraneo, o entre las cuencas del
Pacifico e Indico. Ademas, interpretan la poca separacion entre la filogenia del ADNmit
de las cuencas del Atlantico y Mediterraneo, como un indicativo de que las hembras
anidadoras han permitido una conexion en un tiempo evolutivo reciente, probablemente
debido a procesos de extincidn de las colonias y posterior colonizacion.

Encalada et al. (1996) analizaron la variacion de las secuencias del ADNmit para
examinar la filogeografia y estructura genética de las poblaciones de tortuga verde del
Atlantico y Mediterraneo. Encontraron un total de 18 haplotipos definidos por 19 sitios
polimorficos en 147 individuos distribuidos en 9 playas de anidacion. EI valor mas alto
de diversidad haplotipica (h) se encontrd en la colonia de México (0.82), misma en la
que, junto con la colonia de Aves, obtuvieron los valores méas altos de diversidad
nucleotidica (), ambas colonias con pequefios tamafios poblacionales (hembras/afio).
Esta relacion inversa entre tamafio poblacional y diversidad genética, ya habia sido
reportada por Lahanas et al. (1994) en su estudio de las poblaciones de C. mydas del
Gran Caribe (Florida, Aves, Surinam y Costa Rica), observando que colonias grandes
como Costa Rica manifiestan bajos niveles de diversidad genética, sugiriendo que
puede ser ocasionado por eventos historicos de cuello de botella o eventos fundador. En
el estudio de Encalada et al. (1996), las pruebas de diferenciacion interpoblacional
arrojaron que las colonias de México y Florida, Aves y Surinam, e Isla Ascension y
Guinea Bissau no mostraron diferencias significativas, observando que las colonias que
componen cada par son geograficamente cercanas una de la otra. Los autores sugieren
que esto puede deberse a un continuo intercambio genético entre los pares de
poblaciones o resultado de un aislamiento reciente. Los resultados de las relaciones

filogeograficas entre las colonias, coincidieron con lo registrado por Bowen et al.
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(1992), encontrando la presencia de dos linajes a lo largo de la cuenca Atlantica: (1)
correspondiente al oeste del Caribe y el Mediterraneo y representado por 10 haplotipos
predominando el haplotipo I11, y (2) que incluye el este del Caribe, Atlantico Sur y las
colonias del oeste de Africa, representado por 8 haplotipos mayormente caracterizados
por el haplotipo VIII.

Basados en un reloj molecular provisional de RFLP de 0.2-0.4% de divergencia
por millones/afios para los Testudines (Avise et al., 1992; Bowen et al., 1993), los
autores calcularon una tasa evolutiva de aproximadamente 0.012-0.024
sustituciones/sitio/millones de afio para la region control del ADNmit. Con base en esto
estimaron la divergencia entre los dos linajes de C. mydas del Atlantico (0.3-0.7 Mda) y
la divergencia del grupo externo del Pacifico (1.8-3.7 Mda). Sugieren que la genealogia
generada en su estudio puede ser explicada por dos posibles modelos para la
distribucidn de los linajes en el Atlantico. Uno explica la evaluacion de los grupos, cada
uno dentro de habitats independientes (escenario vicariante), y el otro hace énfasis en la
habilidad de los organismos para traspasar los limites de su distribucidn historica
(escenario de dispersion). No obstante, el primer modelo fue refutado para el origen de
Isla Ascension, indicando que se debe a un reciente evento de colonizacion (Bowen et
al., 1989), aludiendo a la historia climatica y geoldgica del Pleistoceno, para determinar
qué factores pudieran haber influido para encontrar este patrén en las tortugas verdes
del Atlantico.

En ambos trabajos (Bowen et al., 1992; Encalada et al., 1996) se sugiere que las
poblaciones de tortuga verde de los océanos Atlantico y Pacifico, fueron aisladas
durante el Pleistoceno (hace aprox. 2.0 Mda). Durante el tiempo de las maximas
glaciaciones, el aumento de la capa de hielo provoc6 una disminucion en el nivel del
mar (aprox. 100 m por debajo de los niveles de la superficie actual; Bowen, 1978), lo
que pudo haber reducido el habitat de anidacion y alimentacion disponible para C.
mydas. De acuerdo a los registros climaticos ocurridos durante la glaciacion Wisconsin
(hace aprox. 18,000 afios), las capas de hielo se extendieron al menos 10 grados méas
cerca al ecuador de lo que estan hoy en dia (Gates, 1993), bajo estas condiciones de
disminucion de temperatura y elevada aridez, los habitats para anidacion de tortuga
verde no fueron aptos en sitios de latitudes altas (por ejemplo, Florida, Yucatan y
Chipre). Esto ocasionaria que las regiones ecuatoriales sirvieran como refugio durante
las méximas glaciaciones, con subsecuentes re-colonizaciones hacia las altas latitudes

durante los periodos interglaciales.
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Debido a que en la playa de Tortuguero, en Costa Rica, esta localizada la colonia
de anidacion de C. mydas méas grande en el Atlantico, se ha despertado el interés de
muchos investigadores. Estudios basados en el analisis del ADNmit, han sefialado bajos
niveles de diversidad genética y flujo génico entre ésta y otras poblaciones anidadoras
en el Caribe. En el 2005, Bjorndal et al. utilizaron esta misma herramienta molecular
para evaluar dichas caracteristicas, pero aumentando grandemente el tamafio de muestra
(n=433) para sobreponerse a limitantes anteriores que podrian haber enmascarado
variabilidad adicional. Calcularon y compararon la diversidad haplotipica y nucleotidica
y los niveles de flujo génico entre la colonia del Tortuguero y otras colonias mas
pequerias del Caribe. Los resultados revelaron dos nuevos haplotipos en las hembras
anidadoras, incrementandose el nimero de 3 a 5, con valores de diversidad haplotipica y
nucleotidica, bajos, que representan el 37 y 43%, respectivamente, de la diversidad total
reportada en las playas de anidacion del Gran Caribe. La reconstruccion del arbol de
genes coincidio con la reportada por Encalada et al. (1996), identificando dos linajes
para las colonias de tortuga verde a lo largo del Atlantico, observando que dos de los
nuevos haplotipos que encontraron (CM-A20 y CM-A21) y que sélo habian sido
reportados en un sitio de alimentacion en Bahamas (Lahanas et al., 1994) pertenecen al
linaje del Atlantico Sur. Con el incremento del tamafio de muestra, encuentran bajos
niveles de estructura (@sr) entre las colonias del Gran Caribe, bajos valores de Fsr entre
pares de poblaciones, y altos niveles de flujo génico con las colonias de Aves y
Surinam, pero todas estas diferencias fueron minimas. En general, al aumentar el
tamafio de muestra no se observo una mayor estructura entre la colonia de Costa Rica y
las del Gran Caribe, ya que dicha poblacion es mayormente constituida por el haplotipo
CM-A3 que, junto con el haplotipo CM-AL, es de los més distribuidos y representados
en la region. Se concluyé que para conservar la diversidad genética de esta especie en el
Caribe, es necesario un cuidadoso manejo no sélo de las colonias grandes como la del
Tortuguero, sino de aquellas pequefias adyacentes a ella.

Formia et al. (2006), a través de la secuenciacion de un segmento de 488pb de la
region control del ADNmit, analizaron la estructura genética de seis playas de anidacion
de C. mydas en la cuenca del Atlantico y una del Indico de Africa. En un total de 188
muestras, 47 sitios variables definieron 14 haplotipos, 10 de los cuales eran
desconocidos. La construccion de una red de haplotipos a través del diagrama TCS,
mostr6 al CMA8 como un haplotipo central del cual se deriva el resto de los

encontrados. Las diferencias entre los haplotipos encontrados en las poblaciones del
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Atlantico, van de 1 a 4 sustituciones; en cambio que el haplotipo mas cercano a este
grupo y encontrado en las colonias del Océano indico, es diferenciado por 31
sustituciones. Esta misma diferencia entre las poblaciones de ambas cuencas, fue
observada en los resultados de diversidad genética y del Analisis de Varianza,
encontrando una mayor estructura entre los océanos y mucho menor entre las
poblaciones dentro del Atlantico. Los modelos de distribucion Mismatch en las
poblaciones analizadas fueron principalmente unimodales, lo cual indica una expansién
reciente de las poblaciones, seguida de un cuello de botella o evento fundador. Los
autores argumentan que la composicién y estructura encontrada en las colonias de
Africa, puede obedecer a escenarios evolutivos en varias escalas de tiempo entre los que
pudiesen incluirse los eventos geoldgicos, fluctuaciones en el nivel del mar, y més
recientemente la explotacion de las poblaciones.

Bourjea et al. (2006), utilizaron un segmento de 396 pb de la regién control del
ADNmMIt para conocer la estructura genética de las poblaciones de tortuga verde en 10
playas de anidacion localizadas en el Suroeste del Océano indico a lo largo del Canal de
Mozambique. En un estudio previo realizado por Bowen et al. (1992), se concluyé que
no hay evidencia de flujo génico entre los océanos indico y Atlantico en los dltimos 1.5
millones de afios, pero no tomaron en cuenta los sitios de anidacion de dicho canal. Por
esto, el principal objetivo de Bourjea y colaboradores, era investigar si habia una
relacion entre las tortugas verdes del indico y las del Atlantico y, de haberla, el Canal de
Mozambique era por donde pudiese ocurrir esa conexion. En un total de 288
organismos analizados, encontraron 7 haplotipos, 6 de ellos previamente reportados. Se
demostro que si habia este flujo y que la direccidn seria desde el Océano Atlantico hacia
el Océano indico, y no viceversa. Aunque ya existia un estudio previo con
microsatélites efectuado por Roberts et al. (2004) que evidenci6 un flujo génico
mediado por machos entre los dos océanos, esta fue la primera vez que se observo flujo
génico via linea materna. Los resultados se explican con base en las condiciones
oceanograficas especialmente en la parte sureste del Canal de Mozambique en donde se
observan incrementos en la temperatura superficial (Piton et al., 1981), formacién de
meandros (Lutjeharms et al., 1981; Donguy y Piton, 1991), y el hecho de que se trata de
un area donde convergen varias corrientes (Piton y Magnier, 1976; Piton y Laroche,
1993); en tanto que en la parte suroeste se generan los llamados “eddies” (De Ruijter et
al., 2002), que son pequefios giros ciclonicos formados por la ruptura de un lazo origen

de una corriente oceanografica. Se sugiere que los patrones de diversidad genética
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encontrados a lo largo del Canal de Mozambique puede deberse a una reciente
colonizacion del Océano Atlantico, manteniéndose un flujo provocado por las corrientes
gue juegan un papel muy importante en la dispersion de las crias y juveniles durante sus
primeros afos de vida.

En los Gltimos afos, se han agudizado los estudios sobre la especie siendo cada
vez mas detallados y complejos, estudiando no solo la diversidad genética de ella, sino
como ésta se distribuye temporal y geograficamente, buscando tener un mayor
entendimiento sobre la historia evolutiva de la especie y los patrones que han sido
determinantes en ella.

Uno de ellos es el realizado por Formia et al. (2007), el més significativo que se
ha efectuado en Isla Ascension, usando un segmento de la region control para ver la
distribucion de la diversidad genética, a través del analisis de 245 muestras colectadas
en 10 playas de anidacion situadas en toda la isla, incluidas 50 muestras que habian
procesado en el 2006. Encontraron un total de 13 haplotipos, un ndmero elevado
comparados con los que hasta la fecha se conocian. La mayoria de ellos ya habian sido
reportados anteriormente para Isla Ascensidn, a excepcién de cinco cuyo origen se
desconocia. Para tener un estudio mas completo, compararon sus resultados con los que
habian obtenido Encalada et al. en 1996 con una n=20. La prueba de diferenciacion
utilizando el estadistico Fst demostré que habia diferencias significativas entre la
muestra de Encalada y la ellos (ambas temporadas), en tanto que no se observaron
diferencias (P<0.001) entre las muestras tomadas en el 2006 (n=50) y las del 2007
(n=195). Realizaron comparaciones de distancias genéticas entre todas las colonias del
Atlantico tomando los datos de Encalada et al. (1996), dando como resultado que
Ascension no era significativamente diferente a Isla Bioko y Sao Tome, ambas colonias
de Africa, en cambio, comparando esos mismos datos con los resultados obtenidos por
Formia et al. (2006, 2007), resulta altamente significativo el nivel de diferenciacion.
Para estimar las relaciones evolutivas entre los haplotipos que encontraron y todos los
reportados para C. mydas en el Atlantico se realizé un analisis TCS que mostraba, entre
cada haplotipo, el lugar y nimero de sitios en que se diferenciaban. Este analisis revel6
que todos se distinguen del CM-A8 (el haplotipo mas comun de Isla Ascensién, con una
frecuencia del 83%) por una sustitucion, a excepcion del CM-A39 que se diferencia por
dos. Los autores realizaron un andlisis de rarefaccion con el propoésito de ver el tamafio
de muestra necesario para observar la totalidad de los haplotipos presentes en la

poblacion. Este estudio calculé que pueden encontrarse un maximo de 18 haplotipos.
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Realizando una extrapolacion, el 72% (13 haplotipos) de la diversidad total puede ser
explicada con el tamafio de muestra que se tiene (224), y para obtener un 94% (17
haplotipos) del total estimado se requeririan 1,384 muestras. Hicieron un analisis
comparativo con los datos de la colonia de Tortuguero, en Costa Rica, cuyo tamafio de
muestra es igualmente grande. En el caso de Tortuguero, se calculé que probablemente
exista un maximo de 6 haplotipos. Con el tamafio de muestra actual (433) se han
observado 5 haplotipos que describen el 83% de la variacion total y para encontrar los 6
haplotipos se requeririan 729 muestras. Finalmente, recomiendan esa técnica para
evaluar el tamafio adecuado de la muestra que describa la diversidad completa de las
colonias analizadas. En estudios anteriores (Encalada et al., 1996; Formia et al., 2006)
los analisis de diferenciacion no mostraban diferencias significativas entre la colonia de
Isla Ascension y otras del Atlantico Sur como Guinea Bissau considerandolas, en
conjunto y por manifestar divergencias genéticas fuertes con respecto a otras colonias
pero no entre si, como una sola poblacién o UM. Sin embargo, con el aumento del
tamafo de muestra y la subsecuente presencia de 5 haplotipos endémicos, se observaron
diferencias estadisticas entre la isla y las otras colonias regionales, por lo que la tomaron
como una sola poblacién. Con ese mismo incremento en el nimero de haplotipos en
este nuevo estudio (13 haplotipos en 245 muestras), aumentaron los niveles de
diversidad haplotipica, siendo méas altos que los observados en Tortuguero, Costa Rica
(5 haplotipos en 433 muestras; Bjorndal et al., 2005), observandose inclusive que
algunas de las playas analizadas mostraban valores similares aun cuando el tamafio de
muestra era considerablemente distinto. No obstante, los valores de diversidad
nucleotidica fueron bajos, aun menores que los reportados en Tortuguero; esto debido a
que el total de haplotipos son evolutivamente cercanos, mostrando de 1 a 2 sustituciones
de diferencia entre si, en cambio, en Costa Rica, a pesar de haber sido s6lo 5 haplotipos
los encontrados, pertenecian a linajes evolutivos distintos, por lo que las diferencias
nucleotidicas eran mayores. Los autores concluyen que el aumento del tamafio de
muestra de Isla Ascension da una mayor resolucion y poder estadistico para describir la
estructura genética entre todas las colonias estudiadas del Atlantico.

Bjorndal et al. (2006) analizaron la region control del ADNmit para determinar
la estructura genética de tres poblaciones anidadoras a lo largo de las costas de Brasil,
ademas de dos sitios de alimentacion situados en dos de esas localidades. Entre los
objetivos de este estudio, estaban el conocer mas de las secuencias de ADNmit para C.

mydas en el Atlantico, evaluar el grado de diferenciacion genética a lo largo de las
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colonias de anidacion de Brasil, y estimar las contribuciones de éstas a los sitios de
alimentacion examinados usando dos métodos recién desarrollados de analisis de stocks
mezclados. De los 200 organismos analizados, encontraron 13 haplotipos, uno de ellos
no habia sido reportado anteriormente. La estructura genética entre los tres sitios de
anidacion fue significativa, aunque relativamente baja, en tanto que no se mostraron
diferencias en las frecuencias haplotipicas de las dos colonias mas pequefias, Atol das
Rocas y Fernando de Norofia, separadas entre si por 155 km, mientras que las
diferencias si fueron significativas entre estas dos poblaciones y la de Trindade, el sitio
mas grande y mas distante, ubicado a 1,850 km, concluyendo que la diferenciacion entre
colonias ocurre en ambitos mayores a 155 km de distancia.

Dethmers et al. (2006) realizaron otro de los trabajos mas minuciosos y de
amplia cobertura geografica que se tienen de C. mydas. Su extensa &rea de estudio
abarcé 714 individuos a lo largo de 27 colonias de anidacion en la region de
Australasia. Ellos combinaron técnicas moleculares con datos de marca/recaptura de
tortugas marcadas con placas metalicas para tener un panorama completo de las
poblaciones y ofrecer bases cientificas al manejo de la especie tanto a niveles nacionales
como entre paises. En su andlisis, amplificaron un segmento de 384 pb de la region
control, identificando un total de 25 haplotipos. Para el proceso de diferenciacion entre
las poblaciones e identificacion de las Unidades de Manejo, aplicaron la correccion de
Bonferroni secuencial a los valores de Probabilidad de la Prueba Exacta, encontrando
17 unidades demograficas discretas, algunas constituidas por varias poblaciones,
separadas entre si por mas de 500 km. Los analisis subsecuentes los realizaron
considerando las poblaciones agrupadas en UM. Para Analisis de Varianza Molecular
(AMOVA) utilizaron tanto el método con distancias genéticas como con frecuencias
haplotipicas, encontrando una fuerte estructura entre sus UM, y concluyeron que la
distribucion de la variacion era mas fuerte usando el primer método, sugiriendo que se
trataba de poblaciones que pertenecen a distintos linajes. Evaluaron un modelo de
aislamiento por distancia a través de la correlacién entre distancia geografica y distancia
genética en la Prueba de Mantel. Los resultados tanto para esta prueba como para la de
la autocorrelacion espacial, revelaron que hay una correlacion significativa entre las
distancias genéticas y geogréficas dentro de un ambito de hasta 2000 km. Para
corroborar si habian logrado agrupar correctamente las poblaciones geograficamente
separadas en UM de acuerdo a un esquema de independencia reproductiva, los autores

reunieron datos de programas de marca-recaptura para hembras anidadoras. Encontraron
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que, efectivamente, habia evidencia de migraciones dentro de las UM que coincidian

con las agrupaciones a partir del andlisis genético.

2.2. Analisis de Stocks Mezclados. Contribucion de las colonias a sitios de

agregacion marina.

Existen grandes vacios en nuestro conocimiento acerca de los habitos migratorios de las
tortugas marinas en su etapa juvenil. Los Analisis de Stocks Mezclados (MSA) sobre la
base de los andlisis genéticos, han permitido a los investigadores examinar las
relaciones que existen entre los sitios de origen o “fuentes”, es decir, colonias de
anidacion y las agregaciones de tortugas en sus habitats de alimentacion y desarrollo
(Broderick et a.l, 1994; Bowen et a.l, 1995; FitzSimmons et a.l, 1997; Bolten et a.l,
1998; Lahanas et a.l, 1998; Laurent et a.l, 1998; Bass y Witzell 2000; Engstrom et a.l,
2002; Luke et a.l, 2004). Mas recientemente, los estadisticos Bayesianos han ido
reemplazando y complementando métodos anteriores en los MSA basados
primordialmente en la méxima verosimilitud (Pella y Masuda, 2001).

Lahanas et al. (1997) analizaron un segmento de la region control del ADNmit
para determinar la composicion genética de una poblacion de tortugas verdes en un sitio
de alimentacion de Great Inagua, Bahamas. Usando resultados genéticos de un estudio
previo de nueve poblaciones anidadoras del Atlantico y Mediterrdneo (Allard et al.
1994; Lahanas et al. 1994; Encalada et al. 1996), ellos evaluaron la contribucién de
estas poblaciones al sitio de alimentacion. Las evidencias de los marcadores genéticos,
frecuencias haplotipicas y los analisis de méxima verosimilitud (ML por sus siglas en
inglés), coincidieron en que mdaltiples colonias contribuyen a la poblacion del sitio de
alimentacion. Concluyen que dos factores son los que pudiesen determinar la
composicion de los sitios de alimentacion: (1) el tamafio de las colonias; (2) la
proximidad entre las playas y los sitios analizados. Esto, considerando que las tortugas
jévenes buscan alimentarse en sitios cercanos a las playas donde nacieron. Encontraron
que el tamafio de la poblacién contribuye significativamente (t=6.77; P=0.02), mientras
que la distancia no (t=-0.26; P=0.82). De esta manera se concluyo que es el tamafio de
las colonias el factor mas importante en la composicion de este sitio de alimentacion y
en particular para colonias relativamente cercanas a él (< 3,500 km). Con esto se
explico, en este caso, por qué Costa Rica tuvo la mayor contribucion, puesto que esa

poblacion es de las mas grandes en el Atlantico.
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Bass et al., (2000) estudiaron una poblacion de C. mydas en un sitio de
alimentacion ubicado enfrente de la Isla Hutchinson en Florida para establecer el origen
de estos organismos. Los resultados indicaron que a esta agregacion contribuyen
poblaciones anidadoras de Costa Rica (53%), Estados Unidos y México (42%), e Islas
Aves (Venezuela) y Surinam (4%). Entre otros metodos estadisticos, emplearon un
analisis de regresion para ver qué factor contribuia mas en la composicion de este sitio:
si el tamafio de las playas de anidacién, como lo habian afirmado en su trabajo Lahanas
et al. (1998), o bien, pudiese depender de la distancia entre las playas y los sitios. Los
resultados indicaron que es este ultimo factor el que méas determina la estructura de los
sitios de alimentacion.

Luke et al. (2004) realizaron un MSA con el fin de dilucidar origenes de esta
especie en agregaciones marinas de Barbados a pesar de que la especie no anida alli. Se
plantearon varias hip6tesis segun resultados de otros estudios; que la composicién de
stocks en los sitios de alimentacion dependia de: (1) la abundancia de las colonias
anidadoras, (2) el sistema de corrientes oceanograficas de la regién (Lahanas et al.,
1998); 6 (3) la distancia entre los sitios y las playas (Bass y Witzell, 2000). Encontraron
ocho haplotipos, siete de ellos previamente identificados en sitios de anidacion ubicados
en paises del Oeste del Caribe y Centro y Sur del Atlantico, y otro mas que no habia
sido registrado. Debido a que Barbados se encuentra entre un gran giro de la Corriente
Nor-ecuatorial, cuando converge con la Sur-ecuatorial, los autores concluyen que la
mejor explicacion para la composicion en este sitio de alimentacion se debe al sistema
de corrientes, ya que hay una principal contribucion de las colonias ubicadas en
Aves/Surinam e Isla Ascension. Para que esto ocurra se menciona que los individuos
nacen en esas playas y durante muchos afios se encuentran a la deriva dentro de este
sistema de giros oceanicos que los dirige hacia Barbados, en etapas iniciales de
desarrollo previas a su migracion final hacia sus origenes y la reproduccion.

Carreras et al. (2006), en un estudio anadlogo, analizaron la composicion de
stocks en ocho sitios de alimentacion para la especie Caretta caretta ubicados en el
Mediterraneo y en las aguas adyacentes del Océano Atlantico. Encontraron una fuerte
estructura en la region oeste del Mediterraneo, explicada por patrones de circulacion
oceanica en corrientes superficiales y las masas de agua muy contrastantes causando
que los juveniles de esta especie entren de este a oeste del Mediterraneo y desde el
Océano Atlantico por la accion de masas de agua, con un flujo limitado de tortugas

entre las masas. La mayoria de los 8 sitios estaba constituida por tortugas de colonias
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del Atlantico, en tanto que aquellos situados a lo largo de la costa europea (este y oeste
de Italia y noreste de Espafia) estaban constituidos principalmente por tortugas de
colonias del Mediterraneo.

Bass et al. (2006) compilaron y reanalizaron datos previamente publicados para
tortugas verdes en las costas orientales de EUA, con el objetivo de esclarecer el
comportamiento migratorio particularmente de juveniles a través de estudios de
composicidn en agregaciones en sitios de alimentacion con marcadores del ADNmit y
andlisis Bayesianos. Contrastando con resultados anteriores, individuos de la colonia de
anidacion en EUA (54%) y de de México (27%) dominaron el sitio de alimentacion de
Carolina del Norte. Por otro lado, los niveles de diversidad haplotipica fueron altos en
los sitios de agregacion probablemente como resultado de las acciones del del sistema
de corrientes: la corriente de Florida, la del golfo y la de las Antillas, influyen tanto para
el Este-central de Florida, asi como para Carolina del Norte. La diferenciacion en la
composicion entre agregaciones marinas indica que no se reclutan de manera azarosa
sino mas bien gque la mezcla que puede ocurrir en la etapa previa (la pelagica) puede ser
alterada por comportamiento como el movimiento continuo entre localidades de
alimentacion. Esto podria ser definido por cambios estacionales de temperatura,
variaciones temporales en la actividad de anidacidn, corrientes 0 comportamiento
diferencial entre colonias. Los resultados apoyan una funcion primordial para las
corrientes y la migracion pasiva en las etapas tempranas de juveniles hacia las mezclas
regionales. Sin embargo, la fuerte diferenciacion entre poblaciones de agregacién en
patrones que refleja la filogeografia de las colonias reproductoras apoya la nocion de
una fuerte tendencia hacia una atraccion hacia el sitio natal (“natal homing”) en los
juveniles. Con lo anterior, los autores concluyen que el reclutamiento de juveniles a
habitats neriticos resulta de la interaccion entre patrones de corrientes y la identidad
filogeogréafica de los individuos que definen su comportamiento.

Uno de los estudios recientes con esta especie, es el realizado por Naro-Maciel
et al. (2007) persiguiendo uno de los objetivo primordiales de la Biologia de la
Conservaciéon de conocer los habitos migratorios y los patrones de dispersion de
especies que se encuentran amenazadas o en peligro de extincion. En el caso de las
tortugas marinas se manejan varias hipotesis para explicar los patrones de convergencia
en habitats marinos: (1) proximidad de las colonias al sitio (entre méas cercanas, mayor
contribucion), (2) tamafio de las colonias fuente (entre méas grandes, mayor

contribucion) y (3) derroteros de las corrientes marinas (segun las trayectorias
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facilitarian preferentemente el acarreo de colonias dentro de los derroteros de las
corrientes hacia sitios de convergencia en su paso). Partiendo de estos fundamentos, los
autores analizaron la composicion genética de poblaciones de C. mydas de dos sitios de
alimentacion ubicados en la costa de Brasil, usando como herramientas moleculares un
fragmento de la region control del ADNmit y siete loci de microsatélites, esto para ver
las contribuciones de ambos sexos. Los primeros estudios para los sitios de
alimentacion, sugerian que la composicion genética estaba principalmente
correlacionada con el tamafio de las colonias reproductoras (Bass et al., 1998; Lahanas
et al., 1998). Entre los objetivos de este trabajo, estaban el considerar los efectos de
dispersion arriba mencionados para el caso particular de estas dos colonias brasilefias;
calcular la diferenciacion genética entre las poblaciones de estos dos sitios de
alimentacion con otras poblaciones del Atlantico; y esclarecer el origen de las tortugas
de estas dos localidades [Ubatuba (UB) y Almofala (AF), Brasil]. En UB fueron
identificados 10 haplotipos, nueve de los cuales previamente reportados y uno cuya
secuencia no habia sido publicada. En el caso de AF, de los 13 haplotipos encontrados,
el 100% ya habia sido nombrado. Con base a los Andlisis de Stocks Mezclados, se
rechazaron hipoétesis de que la distancia geografica y el tamafio de las poblaciones de
anidacion fueran factores determinantes, aceptando en su lugar un papel primordial para
las corrientes en esta region. En términos de diferenciacion genética, ésta fue mas
pronunciada en el andlisis mitocondrial que en el de los microsatélites. Resultados
similares en otras investigaciones, se han atribuido al mayor flujo génico detectado en
loci nucleares, ya que con estos participan no sélo las hembras, como en el caso del
ADNmMIt, sino también los machos (Karl et al., 1992; FitzSimmons et al., 1997; Roberts
et al., 2004).

Bolker et al. (2007) tomando como antecedente el hecho de que el tradicional
Analisis de Stocks Mezclados estiman una contribucion proporcional de cada colonia a
un determinado sitio de agregacion (llamado por ellos como “many-to-one, foraging-
ground-centric”), elaboran un método que simultdneamente estima los origenes y
destinos de los individuos en una metapoblacion hacia multiples poblaciones o sitios de
agregacion (denominado como “many-to-many”), bajo las vertientes de las
proporciones de individuos de cada sitio que contribuyen a las diferentes colonias
(“foraging-ground centric”), y las proporciones de individuos de cada colonia que van a
alimentarse a cada sitio (“rookery-centric”), en ésta ultima considerando una categoria

de desconocidos (“unknown’) para aquellos sitios que no se contemplan y que registra
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la presencia de individuos provenientes de cada colonia. Ellos construyen un modelo
Bayesiano mediante modificaciones al andlisis implementado por Pella y Masuda
(2001) incorporando, para cualquiera de los dos métodos (“Many-to-one” y Many-to-
many”) los tamarfios de las poblaciones en nimero hembras/afio, datos obtenidos de la
literatura (Bellini y Sanches, 1996; Bellini et al., 1996; Broderick et al., 2002; Formia,
2002; Seminoff, 2002). Bolker et al. (2007) un segmento de 481 pb de la regién control
del genoma mitocondrial que contempl6 datos de individuos de 11 colonias y 7 sitios de
alimentacién de C. mydas a lo largo del Atlantico y previamente estudiados. Los
resultados de ambos métodos fueron similares, sin embargo, los nuevos analisis, al
reconocer la dependencia entre las contribuciones de distintas colonias a diferentes
sitios de agregacion, sugieren una disminucion en las contribuciones de la colonia de
Florida a los sitios de Florida y Bahamas, compensandose con un incremento en las
contribuciones de México, dentro del area del Gran Caribe. Algo similar se report6 en el
Atlantico Sur, cuando el aporte a Bahia Corisco por parte de NE Brasil disminuye,
aumentando las de Isla Ascension y golfo de Guinea. Concluyen que con cualquiera de
los métodos empleados, los resultados sugieren una fuerte conectividad entre las
colonias y los sitios dentro de regiones: la composicion de los 3 sitios de alimentacion
del oeste (Nicaragua, Florida y Bahamas) son derivados principalmente de colonias del
oeste (México, Costa Rica y Florida), lo mismo sucede con los sitios del este (NE Brasil
y Bahia Corisco) contribuidos principalmente por colonias del este (NE Brasil,
Trindade, Ascension, Guinea Bissau y golfo de Guinea). Los autores afiaden que para
tener conclusiones mas precisas, es necesario contar con un mayor nimero de muestras,

asi como también incorporar a los analisis los efectos de las corrientes oceanicas.

2.3. Comparacion entre marcadores moleculares: ADNmit vs ADNn.

Finalmente, se ha observado que para tener un panorama completo de como estan
estructuradas las poblaciones de tortugas marinas, es de gran utilidad el combinar datos
paralelos, particularmente de programas de seguimiento con marcas fisicas, rastreos por
satélite y el empleo de marcadores nucleares que, por ser heredados de manera
biparental, pueden ser contrastados con resultados del ADNmit, para distinguir
diferencias entre sexos en los patrones y tasas de flujo génico entre poblaciones. Un
ejemplo ha sido la identificacion de flujo génico mediado por machos al comparar

marcadores mitocondriales con nucleares, en organismos de tortuga verde (Kart et al.,
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1992). Otro estudio al respecto, fue el que hicieron FitzSimmons et al. (1997)
analizando las poblaciones de tortuga verde alrededor de las costas de Australia. Entre
sus objetivos principales se encontraban: (1) comparar la estructura encontrada dentro y
entre las regiones geograficas; (2) comparar entre los loci de microsatélites y longitudes
de fragmentos de restriccion de copias andnimas unicas del ADN nuclear (ascnDNA por
sus siglas en inglés), y (3) comparar la estructura encontrada entre marcadores nucleares
y aquellas secuencias de la region control del ADNmit previamente analizadas. Los
resultados de este trabajo serian incorporados con los obtenidos por Kart et al. (1992)
para C. mydas en la misma region para fines comparativos. Se encontré una fuerte
estructura geneética con los dos marcadores nucleares, aunque los datos de microsatélites
arrojaron una mayor resolucion al identificar diferencias significativas en pruebas
pareadas entre regiones. Asimismo, al comparar con el marcador mitocondrial, los
niveles de flujo génico entre poblaciones fueron en general més altos con los
marcadores nucleares, y aun mas pronunciado entre las regiones norte y sur de la Gran
barrera arrecifal. Es decir, una estructura regional mas moderada con el marcador
nuclear. Esto mismo fue observado en el estudio de Kart et al. (1992), aungue
FitzSimmons et al. (1997) encontraron que las ascnDNA tuvieron menos poder y
precision que los microsatélites para detectar subdivision poblacional. Sugieren que
para un mayor conocimiento de las poblaciones de tortuga verde en Australia, es
necesario incorporar datos ambientales, ecoldgicos y genéticos con el fin de investigar
la causa de tales diferencias.

Roberts et al. (2004) realizaron un estudio muy completo con el objetivo de
comparar resultados de varios trabajos hechos con distintas técnicas moleculares. Ellos
analizaron 337 individuos de 16 poblaciones de tortuga verde C. mydas usando cuatro
microsatélites originalmente desarrollados por FitzSimmons et al. (1995) para evaluar a
nivel mundial el flujo génico entre colonias anidadoras, la conectividad entre
poblaciones mediadas por machos, y cémo este flujo puede afectar a la estructura
genética de tortugas verdes en este ambito. El objetivo final era comparar los resultados
del uso de los tres diferentes tipos de marcadores moleculares. El estudio con ascnDNA
mostré un considerable flujo genico mediado por machos entre las poblaciones,
confirmado con los microsatélites dentro de cada cuenca. La vision por medio del
ADNmMiIt, reiteré una diferenciacion marcada entre las poblaciones de los Océanos
Pacifico y Atlantico, mucho méas profunda que entre poblaciones dentro de cada cuenca
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oceanica. Los tres estudios coincidieron con que existe una cercana relacion genética
entre las poblaciones del este del Atlantico y las del Océano Indico.

No obstante, la estructuracion genética entre poblaciones es, en general, mucho
mas marcada en la genealogia materna que en la herencia biparental debido a (1) la
consistencia en la filopatria de las hembras y (2) que el tamafio efectivo de las

poblaciones es mucho menor, puesto que solo participa el sexo femenino.
2.4. Otras especies.

Uno de los trabajos mas recientes y con propositos comparativos, es el que realizaron
Reece et al. (2005) con tres especies de tortugas marinas: Caretta caretta, Eretmochelys
imbricata y C. mydas, analizando informacion publicada para un segmento de ~400pb
de la region control del ADNmit de 417 individuos (de 20 poblaciones en Florida,
México, Brasil y Mediterraneo), 93 (de 7 poblaciones en el Caribe y Brasil), y 147 (de 9
poblaciones en el Océano Atlantico y Mediterraneo), respectivamente para cada especie.
Su objetivo principal fue dilucidar los procesos y patrones historicos que pudieron dar
origen a la estructura genética encontrada, y como estas poblaciones han respondido
ante los cambios climaticos sucedidos en el pasado. Debido a que fueron 3 especies
distintas las estudiadas, cada una con diferente tamafio de muestra y, por consecuencia,
diferente frecuencia de haplotipos, los valores de h se mostraron distintos entre si. A
pesar de que de Caretta caretta se contd con un mayor numero de muestras,
encontraron un total de 7 haplotipos, pocos en comparacion a los encontrados para las
otras dos especies (17 cada una de ellas), por lo que el valor de diversidad haplotipica
para dicha especie fue comparativamente bajo (h=587), en tanto que la tortuga carey
obtuvo un valor de h=0.823 y la tortuga verde una h=0.830. Lo opuesto sucedi6 con los
valores de diversidad nucleotidica, ya que Caretta caretta obtuvo el valor mas alto de
las tres especies, ya que se arrojaron mayores diferencias nucleotidicas entre los 7
haplotipos reportados para dicha especie. Para probar que la variacion de la region
control por especie no difiere del modelo neutral de evolucidn, aplicaron las pruebas de
neutralidad Fs de Fu (Fu, 1997) y D de Tajima (1989) para cada una de ellas. De
acuerdo a los valores de los estadisticos de neutralidad, no se rechazaron los patrones
neutrales de evolucién para los haplotipos de ninguna de las tres especies. Se realizd un
analisis de distribuciones mismatch (Rogers y Harpending, 1992; Rogers, 1995) bajo un

modelo de tamafio constante de la poblacién y un modelo de crecimiento/declinacion
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para identificar patrones historicos de expansion o contraccion. La distribucion de las
diferencias nucleotidicas en las tres especies fue bimodal. Para la tortuga caguama se
calculd que la contraccion de la poblacién tuvo lugar hace 2.8 millones de afios. En
cambio, para las otras dos especies se calcul6 un tiempo de 900,000 afios. En general, la
mayoria de los parametros y patrones de genética poblacional, se mostraron muy
similares entre las tortugas carey y verde. Estas similitudes son comprensibles ya que
ambas especies anidan en regiones tropicales y se ha demostrado que presentan niveles
semejantes de las fuerzas combinadas de su natal homing y su fidelidad a su sitio de
anidacion (Bass et al., 1996; Encalada et al., 1996; Laurent et al., 1998; Pearce, 2001).
Los eventos histéricos que los autores creen que pudiesen haber influenciado para
encontrar la estructura poblacional de estas tres especies son los cambios climaticos y
fluctuaciones en el nivel del mar durante el Pleistoceno, de tal manera que hayan
afectado la estructura de las poblaciones (por ejemplo fragmentacion vs
homogeneizacidn), asi como los tamafios de las mismas.

Vianna et al. (2006) realizaron el que seria el primer estudio comparativo que
incluye a las tres especies de manaties (Trichechus manatus que se distribuye desde
Florida hasta la costa noreste de Brasil; T. inunguis cuya distribucién se halla
restringida a la cuenca del Amazonas, y T. senegalensis distribuido a lo largo de rios,
estuarios y regiones costeras del oeste de Africa), a través de métodos filogenéticos y
filogeograficos empleando tres distintos marcadores moleculares: region control y
citocromo b del ADNmit, y 7 loci de microsatélites. Analizaron un total de 330
muestras, incluyendo 42 de T. manatus resultado de un estudio previo de Garcia-
Rodriguez et al. (1998), y 3 muestras mas de dugones que tomaron como grupo externo
para comparar entre las dos familias de sirénidos (Trichechidae y Dugongidae). Para el
caso de T. manatus, 45 sitios polimorficos definieron 20 haplotipos a lo largo de las 10
poblaciones estudiadas. Los niveles de diferenciacion interpoblacional revelaron una
fuerte estructura, confirmada con el programa BARRIER que definié dos barreras que
aislan, por un lado, a las poblaciones de Republica Dominicana y Puerto Rico y, por
otra parte, a Guyana, Republica de Guinea y Brasil. La correlacion entre las distancias
geograficas y genéticas dio no significativa (P=0.2734), es decir, no encontraron una
relacion entre dichas matrices. En cambio, la correlacion entre las distancias genéticas y
las distancias geograficas calculadas siguiendo la linea de costa, fue altamente
significativa (P=0.0002), lo cual hace suponer que los manaties migran a lo largo de la

costa. La estructura dilucidada en cada uno de los analisis, fue igualmente observada
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con las distribuciones desiguales o mismatch, encontrando un patrén multimodal.
Referente al manati del Amazonas, 34 sitios polimorficos definieron un total de 31
haplotipos. De acuerdo a las pruebas de diferenciacion, encontraron 18 subpoblaciones,
considerando ademéas la conectividad de rios, lagos y canales. Los patrones de
distribucion desigual fueron principalmente unimodales, lo cual indica una poblacién
con cuello de botella seguido de un evento de expansién. La prueba de neutralidad de
Tajima fue significativa, mostrando un gran nimero de haplotipos raros, lo cual puede
ser un reflejo de (1) un claro indicio de expansion poblacional, o (2) de seleccién
direccional. Para la Gltima especie, T. senegalensis, 5 haplotipos fueron caracterizados
por 15 sitios polimorficos, y los niveles de diferenciacion fueron bajos para las cuatro
poblaciones analizadas de las costas de Africa. Entre las tres especies de Trichechus
fueron detectados 80 sitios polimorficos para la region control del ADNmit. La especie
de las costas de Africa obtuvo una mayor diversidad haplotipica (h=0.93), mientras que
la diversidad nucleotidica mas baja la obtuvo la especie del Amazonas (#=0.0053). La
construccion de un arbol de union del vecino mas cercano (“Neighbor Joining”) basado
en las secuencias de la region control del ADNmit, mostr6 que la relaciones
filogenéticas entre las tres especies sugieren que T. manatus y T. inunguis forman un
clado monofilético. Al analizar 615 pb del gen del citocromo b, se observé este mismo
comportamiento para las tres especies objetivo, mostrando a T. inunguis como la
especie basal del clado. Con los tres marcadores moleculares, incluyendo los
microsatélites, se evidenci6 la presencia de hibridos entre las especies de T. manatus y
T. inunguis en la boca del rio Amazonas, en Brasil, extendiéndose a las Guyanas y muy

probablemente hasta la boca del rio Orinoco.
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I1l.  JUSTIFICACION.

A pesar del estado precario de conservacion de la tortuga verde a nivel mundial (Lista
Roja-IUCN, 2002), en los altimos 15 afios se ha observado un aumento consistente y a
lo largo de todas las colonias de anidaciones del Atlantico mexicano (Gardufio et al.,
2001; Abreu-Grobois, com pers), asi como en poblaciones indice de la especie en el
Atlantico occidental (Seminoff, 2002). Estos datos alentadores son indudablemente
resultado de las politicas de conservacion en diferentes ambitos geogréaficos y politicos.
En Meéxico los programas de conservacion, principalmente en playas, que incluyen
acciones nacionales y estatales iniciadas desde la década del 70 y continuadas hasta el
presente por colaboraciones entre varios sectores. Muy particularmente, ha ayudado la
veda total a la captura de tortugas marinas (1990). En el ambito regional, la
implementacién de tratados internacionales como la CITES y las medidas que ha
tomado cada pais y que disminuyeron significativamente la captura industrial para fines
del comercio internacional, ha contribuido no sélo a mejorar la condicion de las
poblaciones donde se han realizado las medidas, sino también las poblaciones a nivel
regional dado que son especies migratorias y cada poblacion, durante su ciclo de vida,
cruza o aprovecha habitats en distintas jurisdicciones nacionales. Sin embargo, aln
persisten amenazas como la pesca incidental, captura legal en algunos paises, la pérdida
o transformacion de habitat de manera discontinua a lo largo de su vasta area de
distribucion. Debido al prolongado tiempo de desarrollo de la especie, s6lo hasta
después de varias décadas se pueden percibir los resultados de impactos puntuales que
afectan a poblaciones particulares. En el caso de México, los desarrollos turisticos
afectan distintas extensiones y en distinta magnitud a las colonias reproductoras de la
especie que anidan en distintas playas desde Tamaulipas hasta Quintana Roo. Ademas,
la pesca incidental y la clandestina podria afectar en diferentes grados las poblaciones
dependiendo de las proporciones en que estén representadas en los sitios de agregacion
marina sujetas a este tipo de mortandad.

Al desconocer el estado de las UM mexicanas de la tortuga verde, es imposible
dar seguimiento tanto de los aumentos en las poblaciones como de los impactos de los
factores de presion sobre las diferentes poblaciones. Para lograr esta capacidad es
necesario responder a preguntas tales como: 1) ¢Cuantas UM hay y donde anidan?; 2)
¢Cuantas y cuales UM de tortuga verde que nacen en México permanecen en sitios de

alimentacion del pais y cuéles se desplazan a habitats de desarrollo en otras regiones del
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Caribe?; 3) ¢Cudles sitios de alimentacion en la region son usados por las UM
mexicanas? Mas de una linea de investigacion sugiere que pudiera existir mas de una
UM de tortuga verde entre las poblaciones mexicanas.

Los resultados de marcado fisico han mostrado que las hembras adultas de C.
mydas migran grandes distancias desde sus sitios de alimentacion hasta las playas de
anidacion y que normalmente regresan al mismo lugar a depositar sus huevos durante
toda su etapa adulta (Carr, 1986; Carr, Carr y Meylan, 1978; Meylan, 1982). En el caso
del Caribe, resultados recientes de recaptura en Cuba de tortugas verdes marcadas en la
region (Moncada et al., 2006), sugieren un comportamiento migratorio distinto para las
colonias de la especie de Quintana Roo (que han sido recapturadas en sitios de
alimentacion en Cuba) que las de Campeche y Yucatdn (que han permanecido
ausentes). Rastreos satelitales de hembras de tortuga verde posteriores a su anidacién en
Veracruz indica que migran a un sitio de alimentacion en el extremo SW de Florida
(Kinzel, 2001). Estos estudios han sido reforzados mediante el uso, de manera exitosa,
de marcadores moleculares que nos han aportado mayores conocimientos sobre la
ecologia y evolucion de las tortugas marinas (Norman et al., 1994; Bowen y Karl, 1997;
Bowen, 2003).

Los estudios geneticos mas utiles para los objetivos de manejo han enfocado
linajes maternos de la region control del ADNmit realizados en el &mbito regional. Este
locus presenta un tamarfio efectivo de la poblacién de una cuarta parte de los genes
nucleares, por lo cual exhibe altas tasas de diferenciacion local por deriva génica y, por
tanto, mayor sensibilidad a los procesos demogréaficos de relevancia para el manejo.
Estos mismos andlisis han confirmado, para las hembras, una fuerte tendencia de
fidelidad a los sitios de anidacion que promueve una estructuracion genética a nivel de
la cuenca Atlantica.

Hasta el momento, los Unicos resultados genéticos sobre las colonias mexicanas
proviene de un estudio regional por Encalada et al. (1996) que solamente analiz6 una
pequefia muestra (n=20) de las colonias que anidan en las playas de XCacel e Isla de
Cozumel, Quintana Roo, para un segmento parcial de la region control. No obstante que
el trabajo fue realmente “local” para un par de poblaciones del estado de Quintana Roo,
las publicaciones subsecuentes que usaron estos datos realizan conclusiones que
consideran aplican a todo México.

El proyecto de investigacion en el que este trabajo se integra, sera el primero con

una cobertura geografica de la distribucion total de colonias de tortuga verde en un solo

27



pais, siendo esta distribucion de las mas extensas dentro de un solo pais para la especie.
Por esto, este estudio representa una oportunidad singular para generar informacion
esencial para la planificacion de estrategias de manejo y conservacién en el ambito
regional. Este enfoque permitira corregir y ahondar el limitado conocimiento que se ha
manejado en la literatura internacional sobre las caracteristicas y estructuracion genetica
de la especie en México.
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IV. OBJETIVOS.

4.1.  Objetivo general.
Determinar la estructura genética de las poblaciones de la tortuga verde, C. mydas,
dentro de su area de reproduccion en las costas mexicanas del golfo de México

mediante el analisis de la region control del ADN mitocondrial.

4.2.  Obijetivos especificos.
Analizar la distribucion geografica de la variacion en la region control del ADNmit en
las principales colonias anidadoras de esta region.
> Comparar niveles de diversidad genética entre las colonias estudiadas,
con respecto de los valores reportados para otras colonias de la especie
para otras regiones en el pais y en el extranjero.
> Determinar los niveles de flujo génico entre colonias para determinar el
grado de conectividad.
> Discutir los procesos evolutivos que podrian explicar los patrones
geogréaficos observados en la distribucion de la variacion genética.
> Usar nuestros resultados para determinar la contribucién de colonias
mexicanas a habitats de alimentacion y desarrollo con datos de

composiciones haplotipicas ya reportados en la cuenca Atlantica.
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5. AREA DE ESTUDIO.

El estudio se enfocd en las 10 playas de anidacién mas importantes de C. mydas de
cuatro estados del golfo de México: Tamaulipas, Veracruz, Campeche y Yucatan (mapa
en Figura 2). El Gnico estado no incluido es Tabasco porque no se conocen registros de

anidacion en sus playas (Gardufio et al., 2001 en Cisneros et al., 1999-2000).
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Figura 2. Localizacion de los sitios de muestreo y el tamafio poblacional de cada
colonia de anidacion (medida por nimero de nidos por afio). En color claro los estados no

muestreados. * En el pais, Cabo Catoche es el limite geogréfico entre el golfo de México y el Caribe; esta tltima
area no se incluy6 porque corresponde a otra porcion del proyecto global.




Tabla 1. Ubicacion geografica de las playas de anidacion que seran muestreadas.
* Area natural protegida.

Nombre de la

Sitios \ Estado Ubicacion Long (Km)
playa

. 23°19'N-97°45'0
*
1 Tamaulipas Rancho Nuevo y 23°03'N - 97° 45' O 30.2

20°12'N-95°45'0

1 *
2 Lechuguillas y 19° 45' N - 98° 20' O 13
Veracruz
3 Chaparrales- 20°3'N-96°37'0 18
Farallon y 20°10'N - 96° 42' O
4 Isla del Carmen 18°37'N-91°53'0 38
18°46'N-91°28'0
*
5 Isla Aguada y 18°56' N - 91° 17' O 27.7
6 Campeche La Escollera/ 18°56'N-91°17'0 245
Sabancuy y19°3'N-91°5'0
7 Chenkan 19°09'N-90°54'0 20
8 Cayo Arcas 20°13'N - 91°58'0 24
9 Arrecife Alacranes 22.5N - 89.70 2.8
Yucatan

21°35'N - 88° 14' O
10 El Cuyo y 21°30' N - 88° 39' O 31




6. METODOLOGIA.

6.1. Obtencion de las muestras.

Las muestras fueron obtenidas de tejidos extraidos de neonatos que no lograron
sobrevivir por causas naturales en sus primeros dias después de nacer, por muestra de
sangre o por biopsia superficial utilizando una pequefia puncion en aletas traseras de
hembras anidantes, todos métodos demostrados que no afectan la salud del organismo
(Dutton, 1996). Se seleccionaron nidos dentro de un periodo de 14 dias para evitar
tomar productos de mismas madres. Los tejidos recolectados fueron preservados en
solucion de NaCl saturada (Amos y Hoelzel, 1991. ANEXOS | y Il) y congelados para
su posterior analisis 0 almacenamiento permanente en la Coleccion de tejidos y ADN
del laboratorio.

Un total de 369 muestras fueron recolectadas en 10 playas de anidacién de C.
mydas en la distribucién completa de habitats de reproduccidn de la especie en el golfo
de México, desde Veracruz hasta Yucatan y con excepcion de Tabasco donde no anida.
Durante la temporada 2005 se obtuvieron muestras de 5 playas de anidacion de los
cuatro Estados que comprende el area de estudio. De un total de 149 muestras, solo 138
se procesaron, ya que de Rancho Nuevo, Tamaulipas llegaron 11 repetidas. En el 2006
se recibié un mayor niamero de muestras, en total 220 de 8 playas de todos los estados
donde anida exceptuando Tamaulipas, procesandose 217, ya que venian 3 repetidas de
Chenkan (Tabla 2).
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Tabla 2. Total de muestras recibidas durante las dos temporadas (2005-2006),
incluyendo las que llegaron repetidas de las poblaciones de Rancho Nuevo y Chenkén. * Indica
playas indice (programas de largo plazo) para los programas de conservacion de tortugas
marinas en la regién.

# #
Sitios Estado Playa de anidacion muestras muestras Contacto
2005 2006
1 Tamaulipas Rancho Nuevo* 36 0 Jaime Pefia
2 Chaparrales-Farallon 12 0 Rafael Bravo
Veracruz
3 Lechuguillas* 37 56 Rafael Bravo
4 Chenkan 0 7 Vicente Guzman
5 Isla Aguada* 50 50 Vicente Guzman
6 Campeche Cayo Arcas 0 14 Vicente Guzman
7 La Escollera/ Sabancuy 0 30 Vicente Guzman
8 Isla del Carmen 0 10 Vicente Guzman
9 Arrecife Alacranes 0 23 Eduardo Cuevas
Yucatan
10 El Cuyo* 14 30 Eduardo Cuevas
* Playas indice 149 220

6.2. Método de extraccion de ADN de las muestras.

El procedimiento de extraccion del ADN de las muestras se hizo mediante el método de
precipitacion con Cloruro de Litio (Aijanabi y Martinez, 1997. ANEXO III). Para
evaluar la calidad del ADN, se corrieron los productos en geles de agarosa de 8 x 10 cm
(1%) en electroforesis a 49 V durante 1.5 hrs. Enseguida se tifieron en una solucion de
Bromuro de Etidio 0.05 pg/ml durante 30 minutos y se visualizaron en un
transiluminador de UV. Una vez documentados, se llevo a cabo un analisis cuantitativo
de la concentracién del ADN de las muestra por densitometria (intensidad de
fluorescencia, descrito en la siguiente seccion). Finalmente, los productos obtenidos

fueron almacenados bajo refrigeracion a -20°C para su posterior amplificacion.
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6.3. Evaluacién y estandarizacion del ADN.

Para medir la concentracion de ADN y de los productos amplificados en PCR, se
empled el método de Densitometria (NORGEN, 2004. ANEXO V), comparando la
intensidad de la fluorescencia de las bandas contra un estandar especifico para estimar
la cantidad de producto en ng de ADN y el tamafio en nimero de pares de bases
(HyperLadder 1V, Bioline 33030). Con este método se estandarizaron las cantidades de
ADN a utilizarse para la amplificacion por PCR, ya que ésta exige un intervalo definido
para que los resultados sean favorables. Ademas de su utilidad, la técnica de
Densitometria es eficiente puesto que se pueden aprovechar la electroforesis tanto para
identificar el éxito de la extraccion como para la cuantificacion.

Las valoraciones se hicieron con el programa SCION Image, que permite medir
(a través de la fotografia digital) la intensidad de cada banda expresada en pixeles,
seleccionando un area determinada. Los datos se comparan con valores del estandar
para convertir con la curva de regresion de pixeles vs ng ADN a cantidad de
nanogramos (ng) en cada banda evaluada por medio de una plantilla en Excel disefiada
en el Laboratorio de Genética.

6.4. Amplificacion de la region control por PCR, purificacion y
secuenciacion.

Un segmento de aproximadamente 900 pb de la region control del ADNmit fue
amplificado  utilizando un nuevo par de oligos: LCM15382 (5’-
GCTTAACCCTAAAGCATTGG-3’) ¥ H950g (5°-GTC TCG GAT TTA GGG GTT TG-3’)
disefiados en el laboratorio (Abreu-Grobois, in prep), y que amplifican desde 134 pb
antes del inicio de la regién control (en la direccion 5’) hasta 782 pb dentro de la
misma. Para la PCR, se utilizaron reacciones en volimenes de 25 6 50 ul, conteniendo
concentraciones finales de:

MgCl; 2.5 mM,

Oligos 0.5 microM,

dNTPs 0.2 mM,

20-50 ng de templete ADN,

una unidad/25 pl de Tag polimerasa (BIOLASE DNA Polimerase, de
BIOLINE), y

Buffer PCR 1X

YV VY VVVYVY
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La composicion del buffer PCR (10X) fue de TRIS-HCI 1M, pH 8.8 conc.
100mM, KCI 2.5 conc. 500mM, MgCl, 1M conc. 15mM, TRITON X-100 1%, agua
estéril 18Momh, NP-40 0.10 %).

La PCR fue realizada en un termociclador MyCycler de BioRad. Los productos
de PCR fueron cuantificados por densitometria para determinar los niveles de
concentracion o dilucion que serian necesarios para lograr 10-15 ul a 50 ng/ul que son
necesarios para una secuenciacion exitosa (Macrogen, Inc; Seul, Corea)

Los productos amplificados fueron purificados y concentrados (cuando fue
requerido) con filtros minElute (QIAGEN. ANEXO V) vy cuantificados por

densitometria para verificar la concentracion y enviados para su secuenciacion.

6.5. Andlisis de datos.

Las secuencias de la region control fueron alineadas con el programa Clustal W
(Thompson, 1994) implementado en BioEdit (Hall, 1999) y agrupadas por haplotipo
después de comparar con aquellas reportadas por Encalada et al. (1996), en el Internet
(http://accstr.ufl.edu/cmmtdna.html), con las del laboratorio (Abreu-Grobois et al.,
1996) y otras que son parte de trabajos en proceso. Se compilaron todas las secuencias

disponibles alineadas y en formatos compatibles (FastA) para su analisis comparativo.

6.5.1. Evolucion de las secuencias en la cuenca del Atlantico.

(a) Redes TCS.

Una genealogia para las relaciones evolutivas entre los haplotipos reportados
para C. mydas en el Atlantico, mas los que se encontraron en el presente estudio, se hizo
con el programa TCS v.1.2.1. (Clement et al., 2000). Este programa determina las
uniones mas parsimoniosas entre el conjunto total de los haplotipos a partir del nimero
de sustituciones entre las secuencias y sus relaciones con los deméas haplotipos con un
criterio de parsimonia al 95%, aplicando el método de Templeton et al. (1992), y
empleando dos grupos externos: (1) una secuencia del linaje del Pacifico de C. mydas
proveniente de Baja California (CmP; datos no publicados) y (2) una de Caretta caretta
(GenBank acc num L35254). La red que resulta permite una indicacion de como estos

se han diferenciado. Todos los indeles de mas de 2 pb de las secuencias fueron
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recodificados a un solo cambio (sustitucion) para ser considerados como so6lo un evento

de mutacion.

(b) Arboles filogenéticos

Se realiz6 un arbol filogenético enraizado bajo el algoritmo de Neighbor Joining
en MEGA a partir de una matriz de distancias entre todos los haplotipos reportados para
C. mydas generada en el programa PAUP e incorporando los dos grupos externos que se
emplearon en la reconstrucciéon de la red de haplotipos. Para las determinaciones de
distancia se aplicé el modelo de evolucion que mas se ajustaba a nuestros datos de
acuerdo a MODELTEST (Posada et al., 1998) con base al criterio de informacion de
Akaike (AIC, ecuacién 1; Akaike, 1974). Algunos modelos de sustitucion nucleotidica
incluyen pardmetros que describen la frecuencia de las bases, las tasas de sustitucion de
cada nucleotido, o la distribucion de la tasa de evolucion entre los sitios y entre linajes
(Posada, 2003). Entre 56 modelos probados, segun el AIC el mejor modelo es aquél que

tiene el valor mas bajo:

(1) AIC=2InL+2N

Donde: L es el valor de maxima verosimilitud para un modelo especifico usando
N parametros ajustados independientemente dentro de dicho modelo.

Todos los andlisis de diversidad genética [haplotipica (h) y nucleotidica (7)],
diferenciacion entre poblaciones, y el Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA),

fueron calculados en Arlequin v.3.1.1. (Excoffier et al., 2005).

6.5.2. Diversidad intrapoblacional.

Los andlisis de variacion genética dentro de las poblaciones se realizd contabilizando
numero de haplotipos, y estimando la diversidad haplotipica (h) y nucleotidica (z) se
realizaron con el programa Arlequin v.3.11. (Excoffier, et al., 2005).

La diversidad haplotipica (Nei, 1987; ecuacion 2) es definida como la
probabilidad de que dos haplotipos elegidos al azar sean diferentes:
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Donde: h = diversidad haplotipica; n = nimero de individuos analizados en una
muestra; k = numero de haplotipos; p; = frecuencia de cada haplotipo; | = nimero de
haplotipos unicos detectados.

De igual forma se calcul6 la diversidad nucleotidica (Nei, 1987; Tajima, 1983,;
ecuacion 3) para cada poblacion. Este parametro nos indica las diferencias nucleotidicas
entre pares de haplotipos:
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Donde: 7 = diversidad nucleotidica; n = tamafio de muestra; k = ndmero de
haplotipos; pi y p; = frecuencia de los haplotipos i y j; dij = nimero de mutaciones
ocurridas desde la divergencia de los haplotipos iy j.

Se evaluaron los niveles de diversidad intrapoblacional e interpoblacional de
diferenciacion, distribucion geogréfica de la variabilidad, estructura genética y filogenia
entre secuencias y entre poblaciones, usando los programas MEGA v.4 (Kumar et al.,
2001) y Arlequin v.3.1.1. (Excoffier, et al., 2005).

6.5.3. Diferenciacion entre poblaciones.

La diferenciacion genética entre pares de poblaciones se calculo usando las frecuencias
absolutas de los haplotipos encontrados en este trabajo para las colonias del golfo de
México, e incorporando los datos de aquellas del resto del Atlantico de las que existen
datos publicados, con el programa Arlequin v.3.11 (Excoffier et al., 2005). Se
generaron matrices con valores de distancias genéticas usando el indice Fsr
convencional (Wright, 1951), basado solo en frecuencias haplotipicas, asi como con el
@57, analogo del Fst, que ademas de tomar en cuenta la divergencia entre las
secuencias, incorpora las distancias genéticas entre los haplotipos, usando para este
estimador el modelo de distancias genéticas mas cercano al identificado en el programa
MODELTEST como el mejor para nuestro grupo de datos. En todos los casos, la prueba

de significancia estadistica se bas6 en 10,000 permutaciones. Se compararon los
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valores del indice Fsr convencional con los de @&y para dilucidar qué procedimiento nos
brinda una mayor resolucién para nuestro conjunto de datos, y para conocer el tipo de
aislamiento entre las poblaciones del golfo de México (Medrano-Gonzalez, 2006).

Se aplicé la correccion de Bonferroni secuencial (Rice, 1989) a las matrices de
diferenciacion interpoblacional derivadas con ambos parametros (Fst y @xr), para
corregir los valores originales de Probabilidad tomando en cuenta el diferente nimero
de posibles variables explicativas; andlisis realizado a través del programa
MacBonferroni (Watkins, 2002). Los resultados derivados después de aplicar la
correccion de Bonferroni secuencial, no fueron considerados por presentar errores de

Tipo Il debido al pequefio tamafio de muestra de algunas colonias analizadas.

6.5.4. Estructura genética.

La estructura genética de las colonias de anidacion del golfo de México, se estimd por
medio de un Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA; Weir, et al., 1984; Excoffier et
al., 1992; Weir, 1996) para determinar por medio de diversas combinaciones de
agrupaciones de conjuntos de poblaciones estudiadas y las demas de la region
reportadas en la literatura, como se distribuye la variabilidad genética jerarquicamente
(dentro y entre colonias, y entre agrupaciones seleccionadas), usando 10,000
permutaciones en Arlequin 3.11. Empleando esta herramienta analitica se pudo estudiar
el grado de estructuracion de las poblaciones de la region y del resto del Atlantico vy,
por consiguiente, verificar la identificacion de las unidades demogréaficas discretas (o
Unidades de Manejo; UM). Los AMOVAs se realizaron bajo dos vertientes
comparativas: indices de diferenciacion genética bajo el estimador Fsr convencional, y a
través del modelo de distancias genéticas del programa Arlequin mas similar al
establecido por MODELTEST.

Como complemento a la identificacion de las UM, se calcularon también los
niveles de flujo génico (Nm, equivalente al nimero de migrantes entre colonias por
generacion) entre las colonias del golfo de México y entre éstas y las del resto de la
cuenca Atlantica y Mediterraneo. Para ello se aplicd el analogo de Fsr (@st) del
algoritmo de andlisis de varianza molecular (AMOVA) en el Arlequin y usando la

ecuacion Nm=(1-Fsr1)/(2*Fsr) (Slatkin, 1995). Estas corridas fueron evaluadas por
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medio de estimaciones del Fst convencional (usando frecuencias haplotipicas
exclusivamente).

Debido a la presencia de ambigiiedades al momento de identificar las UM, se
utiliz6 adicionalmente el programa BARRIER v.2.2 (Manni et al., 2004), para definir la
ubicacion de las barreras geograficas que mejor explican los gradientes en la
diferenciacion genética entre las colonias, tomando simultdneamente su posicion
geografica. Como insumos para este programa se usaron las coordenadas geograficas de
cada poblacion en grados decimales y la matriz de distancias genéticas entre pares de
poblaciones derivadas del Arlequin con base en estadistico Fsr convencional.
BARRIER identifica aquellas areas donde las barreras genéticas fueran méas robustas
(gradientes mas pronunciadas) y genera una representacion grafica de la triangulacion
de Delaunay (Delaunay, 1934; Brassel y Reif, 1979) en conjunto con un diagrama de
Vorondi (Vorondi, 1908).

Para verificar las agrupaciones encontradas, también se buscaron las
subdivisiones poblacionales a través de un Analisis Espacial de Varianza Molecular
(SAMOVA) mediante el programa SAMOVA v.1.0 (Dupanloup et al., 2002), el cual
identifica agrupaciones de poblaciones que maximizan la diferenciacion entre grupos
aplicando internamente un AMOVA, pero toma en cuenta también la ubicacién
geografica. Para este analisis se tomé como medida genética el estadistico Fst

convencional.

6.5.5. Historia demograéfica de las poblaciones.

Se determinaron los parametros de expansion demografica para cada colonia estudiada
del golfo de Mexico, a través de un anélisis de distribuciones desiguales (Mismatch
distributions, Li et al., 1977), empleando el programa Arlequin y con base en las
diferencias pareadas (“pairwise differences”). Los valores de significancia de esta
prueba fueron determinados por 10,000 permutaciones. Este andlisis genera una
distribucion de frecuencias del nimero de diferencias entre pares de los haplotipos
encontrados en cada poblacion. Segun el modelo de expansion subita de Rogers y
Harpending (1992) esta distribucion nos permite deducir si se trata de una poblacion
que ha sufrido una reciente expansion (distribucion unimodal), o si se trata de una
poblacion estable o en equilibrio (distribucién multimodal). La distribucién grafica

observada en las poblaciones del golfo de México, fue comparada con los valores de
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“Raggedness” (nivel de rasgado o irregularidad) derivados en el mismo programa, ya
que valores bajos de este pardmetro son representativos de poblaciones con una
distribucion unimodal. Empleando el parametro Tau (z, numero de sustituciones
nucleotidicas entre pares de haplotipos) derivado del mismo programa, calculamos el
tiempo (t, ecuacion 4) desde que transcurrié la expansion:

(4) t=t/2u

Donde: u=gk; u es la tasa de mutacion, y k es el numero de nucle6tidos de la
secuencia.

Se considerd una tasa de mutacion de 0.01751 sustituciones/sitio por millones de
afios (Formia et al., 2006), que a su vez coincide con la calculada por Encalada et al.
(1996) de 1.2-2.4% por sitio por millones de afios.

En conjunto con este analisis, se realizaron dos pruebas de neutralidad: la de
Tajima y la de Fu (Fu, 1997), ambos estimadores arrojados en Arlequin, para definir
cual es mas sensible para detectar si los polimorfismos encontrados en los haplotipos se
ajustan a un modelo neutral de evolucidn.

Para determinar si la diferenciacion entre las poblaciones bajo estudio obedece el
modelo de aislamiento por distancia, se evalué la relacion entre dos matrices de
proximidad, aplicando un andlisis de regresion lineal entre las distancias geograficas
(km) y distancias genéticas (Fst convencional). EIl nivel de significancia de esta
correlacion fue estimado usando la prueba de Mantel (10,000 permutaciones)
implementada en GenAlex v.6. (Peakall y Smouse, 2006), herramienta suplemento de
Excel. La distancia mas corta entre las colonias de anidacion se calculo considerando la

curvatura de la Tierra mediante el programa Google Earth.

6.5.6. Evaluacion de la contribucién de stocks mexicanos a habitats de
alimentacion.

La informacion de composicion haplotipica de las unidades de manejo de tortuga verde
en México fue usada como insumo para estimar los niveles en que éstas contribuyen a
sitios de alimentacidn que se han estudiado genéticamente (Lahanas et al., 1998; Bass et
al., 1998; Bass y Witzell, 2000). Se utilizaron dos enfoques para el “analisis de stocks
mezclados” (MSA por sus siglas en inglés; Ref. Utter et al., 1993) que estiman la
contribucion de cada unidad a los sitios de agregacion marina. Se aplicé un método de
maxima verosimilitud “UML” (Unconditional Maximum Likelihood), que considera
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errores de muestreo y haplotipos con baja frecuencia. También se aplico un enfoque
Bayesiano con el algoritmo “Many-to-many” que conlleva la ventaja de permitir
incorporar informacion complementaria sobre las poblaciones bajo estudio, como en
este caso los tamarios poblacionales que han sido identificados como primordiales para
realizar una evaluacion robusta (e.g. Bass et al. 2006). Ambos algoritmos fueron
corridos con el paquete estadistico “Mixstock” de Bolker et al. (2007) dentro del
ambiente estadistico R v. 2.6.2. (The R Foundation for Statistical Computing) en
complemento con el programa WinBUGS (Spiegelhalter, et al., 2003). Este paquete
estadistico fue desarrollado especificamente para el anélisis de marcadores de ADNmit
de poblaciones de tortugas marinas, y conserva muchas de las bases del original modelo
Bayesiano para el andlisis de stocks mezclados (Pella y Masuda, 2001). En el método
Many-to-many permite incorporar informacion que se tiene a priori de las colonias
analizadas como covarianza ecoldgica (Okuyama y Bolker, 2005), para obtener una
estimacion mas potente de las contribuciones y, arroja los resultados a través de dos
modalidades: (1) la proporcién de individuos en cada sitio de alimentacion contribuido
por cada una de las diferentes posibles fuentes (“foraging-ground centric”) y (2) la
proporcion de individuos de cada colonia yendo a cada sitio de alimentacion (“rookery-
centric”). En la dltima se genera también un sitio de agregacion hipotético que agrupa
sitios desconocidos (no evaluados) al que le ascribe el programa el porcentaje restante
de la contribuciodn de la poblacion que no se determina en las agregaciones evaluadas.
Para este proyecto, incorporamos el tamafio de las poblaciones de C. mydas en el

Atlantico y Mediterraneo estimado en hembras/afo.
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7. RESULTADOS.

7.1. Caracteristicas genéticas de las poblaciones.
7.1.1. Composicién haplotipica.

En 333 muestras secuenciadas, 41 sitios polimorficos definieron un total de 7
haplotipos (CM-Al, CM-A3, CM-A5 CM-Al18, CM-A27, CM-A47 y uno
desconocido) distribuidos en los cuatro estados del golfo de México (Tabla 3); 4 de
ellos (CM-Al, CM-A3, CM-A5 y CM-A18) reportados anteriormente en el trabajo
realizado por Encalada et al. (1996) que incluyd Gnicamente dos colonias de Quintana
Roo, 2 (CM-A27 y CM-A47) que no habian sido vistos en colonias mexicanas Y,
finalmente, un haplotipo que se reportd como nuevo. Este ultimo haplotipo se nombré
como CM-A58 siguiendo la nomenclatura propuesta por el Archie Carr Center.

Se observO la presencia de una insercion (una Adenina) en el sito 629 (region
3’) contando a partir del inicio de la region control, en los haplotipos CM-Al y CM-
A18, que finalmente se denominaron, en conjunto, como Al.1 (sin insercion) y Al.2
(con insercién), mismo procedimiento aplicado como el haplotipo CM-A18, para fines
de diferenciacion. No obstante, todos los analisis de nuestros datos se hicieron
comparando los haplotipos encontrados en las colonias del golfo de México, con los
reportados en playas de anidacion de C. mydas a lo largo del Atlantico y Mediterraneo y
cuya longitud de secuencias es de ~488 pb, por lo tanto, para fines comparativos y
debido a la baja frecuencia con que estas mutaciones aparecen (un haplotipo CM-Al1.2 'y
3 CM-A18.2 solamente en el Cuyo; Tabla 4) hemos considerado el segmento corto y
agrupar los haplotipos en CM-Al y CM-A18 para todos los analisis estadisticos. Esta
misma insercion también aparece en las dos muestras del nuevo haplotipo CM-A58.

En las 25 muestras analizadas de Rancho Nuevo, Tamaulipas, se determinaron 3
haplotipos distintos: el CM-AL1.1 con una frecuencia de 68%, el CM-A3 con un 24% y,
por ultimo, el haplotipo CM-A58 con un 8%, que se diferencia del CM-A15 por una
transicion (T > C) en el sitio 81 de la region control.

En Veracruz se observaron los haplotipos CM-Al.1, CM-A3 y CM-A18.1, en
una proporcion de 85, 13 y 2%, respectivamente, en las 98 muestras analizadas. En el
caso de Farallon (n=11), el haplotipo CM-A1.1 se encuentra en un 73%, mientras que el
CM-A3 en un 27%; en el Llano (n=51) se observaron los haplotipos CM-Al1.1 y CM-
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A3 en una proporcion de 82 y 18%, respectivamente, en tanto que en Coyotes (n=36),
predomind el haplotipo CM-AL1.1 en un 92%, seguido del CM-Al (3%) y del CM-
Al18.1 (6%).

En las muestras obtenidas de las 5 colonias de Campeche (n=154) en ambas
temporadas, se observé en una mayor proporcion el haplotipo CM-A3 (83%) seguido
del CM-A18.1 (14%), y en mucha menor proporcion los haplotipos CM-A5 y CM-A47,
con un 1y 3%, respectivamente, y s6lo en la poblacion de cayo Arcas. Es notable que
este ultimo haplotipo no fuera observado en ninguna otra poblacion muestreada y es la
primera ocasién que se presenta en México.

En Yucatan, en la colonia de ElI Cuyo se determinaron 3 haplotipos: CM-A1l.1,
CM-Al1.2, CM-A3 y CM-A18.2, con unas proporciones de 3, 3, 85 y 9%,
respectivamente. En Alacranes se detectaron en total 4: el CM-A1.1 (con un 17%),
CM-A3 (18%), CM-A5 (13%), y CM-A27 (22%).

En general, el haplotipo méas abundante y distribuido en las colonias que anidan
en playas mexicanas del golfo de México fue el CM-A3 con una frecuencia del 56%,
seguido del CM-A1.1 con un 32%. Con una menor distribucion y abundancia se
observaron los haplotipos CM-A18.1 en un 7% de las muestras, globalmente, y el CM-
Al.2, CM-A5, CM-A18.2, CM-A27, CM-A47 y el nuevo CM-A58, cada uno con
menos del 3% a nivel regional.

De los 7 haplotipos encontrados, exceptuando el CM-A58 y sin considerar las
nuevas variantes de los haplotipos CM-Al y CM-A18, cuatro ya habian sido reportados
en playas de anidacion de C. mydas, asi como tambiéen en sitios de alimentacion de esta
especie a lo largo de toda la cuenca Atlantica. El haplotipo CM-A27 so6lo habia sido
observado en dos individuos en un sitio de alimentacion de Carolina del Norte, EUA
(Bass et al., 2006), y en una colonia ubicada al sureste de Cuba (Espinosa et al., 2000)
en tanto que del CM-A47 no se conoce el origen (Bjorndal y Bolten, sin publicar),
suponiendo también que sélo ha sido encontrado en agregaciones marinas. A pesar de
gue 4 haplotipos ya se habian identificado en dos colonias mexicanas de Quintana Roo

(Encalada et al., 1996), su presencia en colonias del golfo de México se desconocia.
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Tabla 3. Composicion haplotipica para colonias de tortuga verde en el golfo de México.

Estado TAMAULIPAS VERACRUZ CAMPECHE YUCATAN
Playa Rancho Nuevo Farallon Coyotes Llino Ldel Carmen Isla Aguada Sabancuy Chenkan cayo Arcas EICuyo Alacranes Totales FreF.
Temporada ‘05 ‘05 ‘05 ‘06 ‘05 ‘06 06 ‘05 ‘06 06 06 ‘06  ‘05y‘06 ‘06 relativa
CM-A1.1 17 8 13 20 18 24 1 4 105 32
CM-A1.2 1 1 0
9 CM-A3 6 3 1 4 5 9 45 39 23 3 9 28 11 186 56
g CM-A5 1 3 4 1
2 CM-A181 2 3 11 6 1 23 7
I am-A182 3 3 1
CM-A27 5 5 2
CM-A47 4 4 1
 CM-ASS 2 1
Totales 25 11 14 22 22 29 9 48 50 29 4 14 33 23 333 100
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Tabla 4. Frecuencias haplotipicas (%) para colonias de tortuga verde en el golfo de México.

Estado n TAMAULIPAS VERACRUZ CAMPECHE YUCATAN
Playa Rancho Farallon  Coyotes El Llano GLOBAL L.del Isla LaEsc/ Chenkan Cayo GLOBAL ElCuyo Alacranes GLOBAL
Nuevo % Carmen Aguada Sabancuy Arcas % %
Temporada ‘05 ‘05 ‘05y‘06  ‘05y ‘06 ‘06 ‘05y ‘06 ‘06 ‘06 ‘06 ‘05y ‘06 ‘06
CM-Al.1 68 73 92 82 85 3 17 9
CM-Al1.2 3 2
° CM-A3 24 27 3 18 13 100 86 79 75 64 83 85 48 70
g— CM-A5 7 1 13 5
2 CM-Al81 6 2 14 21 25 14
% CM-A18.2 9 5
CM-A27 22
CM-A47 29 3
CM-A58 8
N 25 11 36 51 98 9 98 29 4 14 154 33 23 56
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7.2. Patrones evolutivos de los genes.
7.2.1. Reconstruccién de redes haplotipicas.

La informacidn para el contexto de este estudio, requiere abordar las relaciones
genealdgicas de los haplotipos encontrados, tanto en las poblaciones aqui analizadas
como dentro del resto de las colonias de la especie en la cuenca oceénica. Lo hicimos a
través de un diagrama TCS que nos permite una reconstruccion de la historia evolutiva
mas parsimoniosa con una confianza del 95% (Templeton, 1992) de las secuencias y de
esta manera correlacionar con procesos evolutivos que podrian haber contribuido a la
estructura actual, tales como barreras geogréaficas, aislamiento por distancia, flujo
geénico, etc. (Templeton y Sing, 1993; Templeton et al., 1995; Posada et al., 2000, en
Delgado et al., 2002). Posteriormente, al comparar los patrones de diferenciacion
generado por este andlisis con la ubicacion geogréafica de las colonias estudiadas, ayuda
a distinguir entre hipotesis sobre el origen evolutivo de las poblaciones.

En la Figura 3 se observa la relacién y ubicacion evolutiva de los haplotipos
encontrados en las poblaciones del golfo de México con el resto de los reportados para
las colonias del Atlantico. Se advierten dos grupos de haplotipos o linajes principales (A
y B), con el haplotipo CM-A8 (B), el mas ampliamente distribuido y representado en las
colonias del Atlantico Sur Central, en el lugar central de toda la red de haplotipos. Esto
sugiere que es el haplotipo mas ancestral y que de él originaron los demas. En el linaje
A se encuentra la mayoria de los haplotipos registrados en el Gran Caribe, pero ademas,
los haplotipos CM-A13 y CM-A14 presentes s6lo en Chipre, que indica que esta
colonia pertenece al mismo linaje que las poblaciones del Atlantico Occidental y que
posiblemente su origen sea de alli y no localmente en el Mediterraneo. Dentro de este
mismo clado, observamos que los dos haplotipos mas frecuentes en las colonias
mexicanas (CM-Al y CM-A3) se encuentran como centros de diferenciacién, cada uno
asociado por una sola diferencia a méas de 2 otros haplotipos que han sido encontrados
en las poblaciones mexicanas, incluyendo algunos de los reportados por Encalada et al.
(1996) en su estudio. El nuevo haplotipo CM-A58 se encuentra unido a los haplotipos
CM-A1y CM-A15, diferenciado de cada uno por una sola mutacion (T>Cy C >T), en
los sitios 172 y 81, respectivamente, a partir del inicio de la region control. La
existencia de este haplotipo hace pensar que en un momento de la historia evolutiva de

C. mydas se origind esta mutacion que apenas empieza a hacerse manifiesta, y entonces
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la baja frecuencia con que se presenta (n=2) en la poblacién de Rancho Nuevo,
Tamaulipas, no sélo pudiese estar relacionada al tamario total de la muestra (n=25), sino
a una mutacion reciente. En cuanto a los haplotipos CM-A47 y CM-A27, que por
primera vez se tiene conocimiento de su existencia en tortugas de playas de anidacion
del golfo de México, el primero de ellos, diferenciado del A3 (el haplotipo
predominante en la zona oriental del golfo de México) por una transicion (G > A) en el
sitio 361, se cree que puede existir en sitios de agregacion (Bjorndal et al., sin publicar)
pero su origen no se conocia, en tanto que el CM-A27 es uno de los haplotipos cuyo
origen se desconocia y s6lo habia sido visto en individuos en un sitio de alimentacion de
Carolina del Norte (Bass et al., 2006).

Se observé que el haplotipo CM-Ab, encontrado en proporciones elevadas en las
colonias del Caribe Oriental (Costa Rica, Aves y Surinam), pertenece al linaje del
Atlantico Sur ubicado como centro de diferenciacién de siete haplotipos, entre ellos el
CM-A20, CM-A21 y CM-AT7, reportados en la colonia de Costa Rica los primeros dos,
y en Aves y Surinam el ultimo. Esto sugiere que el origen de este haplotipo ocurrid en
el Gran Caribe y muy probablemente que Costa Rica, en donde se ha encontrado en una
mayor abundancia, sea la fuente original. De alli podria haberse dispersado por
introgresion reciente a latitudes mas elevadas, ya que fue reportado en Quintana Roo
por Encalada et al. (1996) y en este estudio en las colonias de cayo Arcas y Alacranes.

Dentro de la red haplotipica fueron evidentes 12 ambigiiedades representadas
por anillos (“loops™) o lazos alternativos que unen haplotipos distantes en circulos sin
ofrecer una solucién unitaria al proceso evolutivo (letras rojas A-J en la Figura 3a). Se
buscd resolverlos para tener un mayor entendimiento de los procesos evolutivos,
basandonos en los tres criterios propuestos por Pfenninger y Posada (2002) para este
mismo fin: (1) frecuencia, los haplotipos tienden a conectarse mas con los haplotipos
mas comunes que con aquellos que aparecen en baja proporcion; (2) criterio topolégico,
los haplotipos se conectan mas a aquellos ubicados en el interior de la red que a los
externos; y (3) criterio geografico, establece que los haplotipos se conectan mas a
aquellos de la misma region o poblacion que a los haplotipos que ocurren en
poblaciones distantes. De acuerdo a las caracteristicas de las ambigliedades encontradas,
en algunos casos no fue posible aplicar un solo criterio (Figura 3b). En el anillo A, el
haplotipo CM-A42 quedd finalmente unido al —A8 usando los 3 criterios, separandose
del —A25; en B, C y D, los haplotipos CM-A39, —A49 y —-A35, respectivamente,

conservan su union con el CM-A6 considerando que la frecuencia de este ultimo es
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mayor a pesar de que ellos, junto con los haplotipos involucrados en estas
ambigledades, pertenecen a la misma region; en F, se rompe el enlace entre los
haplotipos CM-A9 y —-A44 quedando unidos a —A8 considerando los criterios de
frecuencias y el topoldgico. Con respecto de los 4 haplotipos involucrados en la unién
de ambos linajes (E y G), el criterio seleccionado fue el de frecuencias, siendo los
haplotipos CM-A9 y —A18 los que tienen una mayor representatividad. En el clado A,
se utilizaron los dos primeros criterios para separar los haplotipos CM-A52 (H), y —A56
y —A57 (J), de los haplotipos CM-A26 y —Al, respectivamente, conservando en ambos
casos la union al CM-A3 por tener éste una mayor frecuencia y ser un haplotipo interno.
El anillo formado entre los haplotipos CM-AL, -A58, -A15 y —A3 (I) no fue separado
para poder tener un panorama completo de las relacion entre el nuevo haplotipo CM-
A58 con respecto de, por un lado, los dos més abundantes del Caribe Occidental y, por
otro lado, un haplotipo que Unicamente ha sido encontrado en Quintana Roo y con quien
tiene menos diferencias nucleotidicas. Finalmente, para separar el conjunto de
haplotipos ubicados entre el CM-A3 y el —A27 (anillos K y L), se considero que el
haplotipo CM-A3 es el méas abundante en la region sur del Caribe Occidental, que es
donde se han localizado la mayoria de ese grupo (excepto el CM-Al13 y -Al4
reportados en Chipre) por lo que se decidid dejarlos hacia ese extremo.

Este analisis también se realiz6 incorporando secuencias de dos grupos externos
para identificar con mayor precision donde se ubica el haplotipo mas ancestral de los
reportados para la especie en el Atlantico. Para esto se incluyeron dos secuencias; una
de C. mydas pero de poblaciones del Pacifico y la segunda de Caretta caretta. Sin
embargo, en esta reconstruccion TCS estos dos haplotipos quedan desvinculados de los
57 haplotipos de las poblaciones del Atlantico de C. mydas (diagrama no mostrado),

indicando una evolucién independiente que no puede ser resuelta con esta metodologia.
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Figura 3a. Reconstruccién de las relaciones evolutivas entre haplotipos de la tortuga
verde en el Atlantico y Mediterraneo a través del proceso TCS basado en una parsimonia del
95%. La designacion de los dos linajes A (Gran Caribe y Mediterraneo) y B (Atlantico Centro y
Sur) fue basado en Encalada et al. (1996). En letras rojas se presenta la ubicacién de los anillos
gue generaron ambigliedades en el andlisis. En las uniones entre haplotipos se muestra la
posicion y el tipo de cambio detectado, donde
--@-- transiciones; ---O--- transversiones; ---{1--- insercion de > 2 bps.
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Figura 3b. Reconstruccion final de las relaciones evolutivas entre haplotipos de la
tortuga verde en el Atlantico y Mediterraneo a través del proceso TCS, rompiendo los doce
anillos identificados en la Figura 3a. En las uniones entre haplotipos se muestra la posicion y el
tipo de cambio detectado, donde
---@--- transiciones; --O-- transversiones; ---{}-- insercion de > 2 bps.
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7.2.2. Modelos filogenéticos para los haplotipos.

De acuerdo al programa MODELTEST (Posada et al., 1998), el modelo de
evolucion idoneo para el segmento analizado de la region control (488 pb) para los
haplotipos reportados en colonias de anidacion de C. mydas en la cuenca Atlantica, y
que describa las diferentes probabilidades de cambio de un nucleétido a otro (Posada,
2003) fue el K81luf+1l (Kimura 3-pardmetros tomando en cuenta sitios invariables y
frecuencias de bases desiguales), seleccionado bajo el criterio de informacion de Akaike
(AlC=2180.36). El segundo modelo alternativo derivado bajo este mismo criterio, fue
TIM+I+G (Modelo transicional considerando tanto los sitios invariables como la
correccion Gamma) con un AIC=2180.87. En los analisis subsecuentes se tomo el
primer modelo sugerido como base para las comparaciones.

El motivo por el cual se decidi6 usar el criterio estadistico de Akaike, AIC, y no
el hLRT (hierarchical Likelihood Radio Test, segundo criterio implementado en el
programa) es que, para nuestros propdsitos, ese criterio presenta la ventaja de comparar
simultdneamente entre varios modelos candidatos para el conjunto de secuencias, en
tanto que el hLRT solo lo hace entre pares de modelos (Posada, 2003).

Las caracteristicas del modelo K81uf+1 se implementaron en el programa PAUP
para obtener la matriz de distancias entre todas las secuencias incluyendo los dos grupos
externos considerados en la reconstruccion del diagrama TCS. Su empleo en este
andlisis, se hizo con el propdsito de que fuesen lo suficientemente cercanos a tortuga
verde, de tal forma que describan los patrones de ancestria de la especie con el objetivo
de visualizar posicion de la raiz en el dendrograma y dimensionar las escalas de
diferenciacion entre haplotipos. Los valores de distancias genéticas se aplicaron en
MEGA para obtener el arbol enraizado (Figura 4) bajo el algoritmo del vecino mas
cercano (Neighbor Joining-NJ).

El arbol filogenético derivado de este andlisis coincide perfectamente con la red
TCS en la presencia de los dos linajes anteriormente descritos. En ambos diagramas
concuerda la proximidad del nuevo haplotipo registrado en la poblacion de Rancho
Nuevo, el CM-A58, con el haplotipo CM-A15 encontrado por Encalada et al. (1996) en
Quintana Roo. En el mismo grupo donde se ubican estos dos haplotipos, en el
dendograma NJ, en la base se encuentra el haplotipo CM-A3 demostrando, como en el
diagrama TCS, que de él surgieron los demas diferencidndose por 1 6 2 sustituciones,
pudiendo ser el méas ancestral en el linaje del Gran Caribe, derivandose también de él el
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haplotipo CM-AL, el segundo més representado de ese linaje evolutivo. En este mismo
linaje pero en un grupo separado, se observan, en ambos diagramas, los haplotipos
presentes en Chipre (CM-A13 y CM-A14) junto a los reportados en Quintana Roo (CM-
Al6 y CM-A17; Encalada et al., 1996), abriendo a discusion el verdadero origen de
esos dos haplotipos del Mediterraneo. En tanto que en el conjunto de haplotipos
representando al linaje del Atlantico Sur, se observa la presencia del haplotipo CM-A5
junto a otros haplotipos encontrados en las colonias del Gran Caribe Oriental, clara
sefial de una migracién desde esa parte del Atlantico hacia el Gran Caribe, lo cual
explica su distribucion clinal cuya abundancia se manifiesta en las colonias de Aves,

Surinam y Costa Rica, disminuyendo a mayores latitudes.

Raiz

Figura 4. Arbol enraizado de los haplotipos identificados para C. mydas en el golfo de
México, Atlantico y Mediterraneo, bajo el algoritmo Neighbor-Joining (NJ), usando como dos
grupos externos un haplotipo de C. caretta (CC_L35254) y otro de C. mydas del Pacifico
(CmP). Las longitudes de las ramificaciones son proporcionales a las distancias genéticas entre
los haplotipos basadas en el modelo K81uf+1.
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7.3. Diferenciacion interpoblacional.

7.3.1. Andlisis de diferenciacion interpoblacional: pruebas de
diferenciacion.

La determinacion de la diferenciacion genética entre las poblaciones esta
asociada a dos principales propositos: (1) el identificar aquellas poblaciones o grupos de
poblaciones que manifiestan entre si homogeneidad genética, y que se podria suponer
mantienen niveles de flujo génico entre si, para identificarlas como unidades de manejo
independientes; esta identificacion es primordialmente importante para fines de manejo
y conservacion, ya que se busca aplicar estrategias especificas para unidades
reproductivamente aisladas, y (2) dar seguimiento a los patrones de estructuracion
geografica de la variacién genética para un mayor entendimiento de la evolucion de la
especie en la region.

Para el proceso de identificacion de las Unidades de Manejo, las pruebas de
diferenciacion se aplicaron bajo dos vertientes: (1) basadndonos Unicamente en
frecuencias haplotipicas (Fsr convencional), y (2) considerando las distancias entre las
secuencias bajo el modelo propuesto por MODELTEST. Debido a que para el grueso de
los anélisis se utiliza el programa Arlequin y existe en ésta las limitantes en el nimero
de modelos de distancia genética que calcula, se buscé el modelo de sustitucion
nucleotidica cuyas caracteristicas coincidieran con el K81uf+1. Este fue el modelo de
Tamura (Tamura, 1992; Kumar et al., 1993), que es una extension del modelo Kimura
2-Parametros (Kimura, 1980; Jin y Nei, 1990), tomando en cuenta que las frecuencias
de los nucle6tidos son desiguales, o mismo que la tasa de transiciones/transversiones,
sin considerar la correccion Gamma.

Idealmente la deteccién de grupos de poblaciones genéticamente homogéneas
(sin diferencias significativas) se podria realizar con ambos parametros y, de serlo asi,
tendriamos una mayor robustez para el conjunto de datos de las colonias del golfo de
México. Por otro lado, cuando existen diferencias en los resultados, el contraste entre
Fsty @st ayuda a esclarecer el tipo de aislamiento que se ha dado entre las poblaciones.
Valores de Fsr=@®sr demuestra que se trata de poblaciones aisladas a partir de una
poblacion homogénea; cuando los valores de Fsr son mayores a los de @sr se trata de

poblaciones con interrupcion reciente de flujo génico; y cuando los valores de @sr son
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mayores a los de Fst estamos hablando de flujo génico reciente entre poblaciones

antiguamente aisladas (Medrano-Gonzalez, 2006).

7.4. Variacion temporal dentro de poblaciones

El analisis sobre variacién temporal dentro de poblaciones enfoca la pregunta sobre
posibles diferencias genéticas entre los grupos de reproductores que anidan en dos
temporadas (2005 y 2006) seguidas. ElI comparar la composicion genética entre
reproductores de dos afios seguidos de anidacion permitiria comparar individuos
distintos y ademas indagar sobre la posibilidad de que las fluctuaciones en abundancia
estén relacionadas con poblaciones genéticamente diferenciadas.

Dado a que el muestreo para el afio 2005 fue limitado por causas de los
huracanes, contdbamos con la posibilidad de esta evaluacion solamente para colonias
con adecuado tamafio de muestreo en ambas temporadas: El Llano y Coyotes en
Veracruz; Isla Aguada en Campeche, y El Cuyo en Yucatan (Tabla 3). Para el caso de
El Cuyo (Yucatan), ya se tenian secuenciadas la totalidad de las muestras y el analisis
de diferenciacion mostraba que no hay diferencias significativas (valor de la prueba;
P=0.56 con el estadistico Fst convencional) entre los dos afios, por lo que se habian
agrupado desde semestres anteriores (datos no mostrados). El resultado, aplicando los
dos métodos de diferenciacion, no dio diferencias significativas (con Fsr convencional:
P=1y P=0.687; con método de Tamura: P=1y P=0.292. Tablas 5 y 6) entre temporadas
tanto para El Llano como para Coyotes, respectivamente, aunque Ilama la atenciéon la
presencia del haplotipos CM-A18 en Coyotes en el 2006 que no se presento en el 2005.
En cambio para Isla Aguada las diferencias si son significativas (P=0.039). Para los
analisis subsecuentes se decidi6 agrupar los resultados de las dos colonias de El Llano y
Coyotes y de ambas temporadas en una sola poblacion (Lechuguillas), considerando
ademas que las separa una distancia de apenas 8 km. La agrupacion de las dos
temporadas también se hizo para Isla Aguada apoyandonos en el mismo criterio y a la
vez en que los trabajos de marca/recaptura usando marcas metalicas indican intercambio
entre playas de Campeche. Sin embargo en Isla Aguada si se mostraron diferencias
significativas entre las muestras de las dos temporadas causadas por un valor
relativamente bajo en la frecuencia del haplotipo CM-A18.1 en el 2005 comparado con
la del 2006 (detalles en Tabla 3). Los posibles escenarios para explicar esta variacion
temporal se discuten més adelante. Sin embargo, considerando que no pudimos

54



confirmar cambios genéticos inter-anuales en otras playas en nuestro estudio, y que en
otros estudios (por ejemplo I. Ascension; Formia et al., 2007) no se han detectado
variaciones inter-anuales y las que se reportaron han sido causadas por tamafios
muestrales pequefios (Formia et al., 2007) se optd por combinar los muestreos de ambos
afios para Isla Aguada para los anélisis subsecuentes toda vez que su perfil haplotipico
esta conformado por los dos haplotipos caracteristicos de la region (CM-A3 y CM-
A18). Adicionalmente, se conoce (1) la ocurrencia de una porcién aunque pequefia de
hembras que regresan en un afio (V. Guzman, com. pers.) y (2) que por la distribucion
de las frecuencias de remigracion deben producirse mezclas de cohorte de reproductores
entre afios pares y nones. Por esto resultaria contradictorio el encontrar una

diferenciacion genética entre afios.
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Tabla 5. Debajo de la diagonal, valores de Fsr convencional (Wright, 1951) basados en frecuencias haplotipicas entre pares de poblaciones de C.
mydas del golfo de México separados por temporadas; encima de la diagonal, valores de probabilidad estadistica, en rojo los no significativos tomando como
limite un nivel de significancia de 0.05.

RN Far Lla'05 LIa'06 Coy'05 Coy'06 I.Car I.Ag'05 I.Ag'06 Sab Chen C.Arc Cuyo Alac

R.Nuevo 1.000 0.393 0371 0.150 0.015 0.000 0.000 0.000 0.000 0.009 0.000 0.000 0.001
Farallon -0.059 0.657 0.663 0.289 0.052 0.001 0.000 0.000 0.000 0.027 0.001 0.000 0.008
Llano'05 -0.007 -0.047 1.000 0.627 0.226 0.000 0.000 0.000 0.000 0.006 0.000 0.000 0.000
Llano'06 0.005 -0.034 -0.041 0.655 0.126 0.000 0.000 0.000 0.000 0.002 0.000 0.000 0.000
Coyotes'05 0.070 0.064 -0.009 -0.012 0.687 0.000 0.000 0.000 0.000 0.001 0.000 0.000 0.000
Coyotes'06 0.122 0.135 0.054 0.049 -0.016 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
I.Carmen 0.572 0.675 0.743 0.744 0.906 0.879 1.000 0.184 0308 0.316 0.118 0.439 0.015
I.Aguada’'05 0.657 0.732 0.775 0.773 0.865 0.862 -0.029 0.039 0.072 0297 0.001 0.264 0.000
I.Aguada'06 0497 0521 0.609 0.621 0.693 0.707 0.087 0.078 1.000 1.000 0.031 0.217 0.001
Sabancuy 0.489 0522 0618 0632 0.716 0729 0.082 0.070 -0.027 1.000 0.027 0.375 0.001
Chenkan 0396 0425 0588 0611 0.758 0.759 0.217 0.100 -0.153 -0.159 0.538 1.000 0.314
C.Arcas 0.394 0405 0536 0561 0643 0.675 0.187 0.273 0.132 0120 -0.010 0.017 0.053
El Cuyo 0.501 0543 0.634 0.645 0.738 0.751 0.008 0.008 0.014 0.001 -0.081 0.130 0.001

Alacranes 0.219 0.209 0.336 0365 0427 0473 0.216 0.320 0.182 0164 0022 0.082 0.173




Tabla 6. Debajo de la diagonal, valores de @sr basados en distancias genéticas mediante el método de Tamura (Tamura, 1992; Kumar et al., 1993)
entre pares de poblaciones de C. mydas del golfo de México separados por temporadas; encima de la diagonal, valores de probabilidad estadistica, en rojo los
no significativos tomando como limite un nivel de significancia de 0.05.

RN Far Lla'05 Lla'06 Coy'05 Coy'06 I.Car 1.Ag'05 |.Ag'06 Sab Chen C.Arcas Cuyo Alac

R.Nuevo 0.864 0.600 0.443  0.168 0.010  0.000  0.000 0.000  0.000 0.013 0.000 0.000 0.002
Farallon -0.053 0.659 0.655  0.290 0.020  0.002  0.000 0.003 0.003 0.114 0.000 0.001 0.072
Llano'05 -0.020 -0.047 1.000  0.628 0.031 0.000  0.000 0.000 0.000 0.004 0.000 0.000 0.003
Llano'06 -0.010 -0.034 -0.041 0.645 0.020 0.000  0.000 0.000 0.000 0.002 0.000 0.000 0.000
Coyotes'05 0.031 0.064 -0.009 -0.012 0.292  0.000  0.000 0.000  0.000 0.002 0.000 0.000 0.027
Coyotes'06  0.134 0.202 0.111 0.104  0.024 0.000  0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
I.Carmen 0581 0.675 0.743 0.744  0.906 0.888 1.000 0.186 0305 0.311 0.324 0.409 0.033
I.Aguada’05 0589 0.611 0.684 0.691 0.773 0.799  -0.029 0.045 0.078 0.276 0.017 0.351 0.000
I.Aguada’06 0.336 0.290 0.398 0.420 0.472 0.528 0.087  0.078 1.000 1.000 0.017 0.250 0.001
Sabancuy 0.351 0.308 0.430 0457 0512 0574 0.082 0.070 -0.027 1.000 0.034 0.380 0.002
Chenkan 0294 0254 0450 0.486  0.609 0.664 0.217  0.100 -0.153  -0.159 0.463 0.866 0.368
C.Arcas 0.352 0.265 0.407 0449 0.436 0529 0.021 0.137 0.114  0.087 -0.056 0.021 0.058
El Cuyo 0.435 0418 0531 0550 0.628 0.681 0.019 0.002 0.011 -0.002 -0.073 0.090 0.000

Alacranes 0.131 0.068 0.142 0.169 0.142 0.202 0.147  0.280 0177 0.145 -0.024 0.088 0.185




7.5. Identificacién de Unidades de manejo.

Una vez que se hicieron estas agrupaciones, de 231 combinaciones posibles entre todas
las colonias de anidacién de C. mydas en el Atlantico, 31 de ellas resultaron no
significativas (P > 0.05) usando como parametro el estadistico Fsr; mientras que con el
@5t fueron 33 combinaciones cuyas diferencias fueron no significativas (Tablas 7 y 8).
Entre las consistencias generadas con ambos estadisticos y para las poblaciones del
golfo de México, notamos que no se observan diferencias significativas entre las tres
colonias de Veracruz (Farallon y El Llano y Coyotes, Lechuguillas) con Rancho Nuevo,
Tamaulipas. Por otro lado, tampoco hay diferencias significativas entre todas las
poblaciones de Campeche, exceptuando cayo Arcas, con El Cuyo, Yucatan. El hecho de
que a las colonias de Chenkan e Isla del Carmen se les agrupe con colonias muy
distantes como Quintana Roo (usando los datos disponibles de Encalada et al., 1996) y
Costa Rica, respectivamente, sugiere que hay problemas con el tamafio de muestra
(Chenkan=4; Isla del Carmen=9) y por compartir haplotipos en alta frecuencia se
asocien de manera espuria con un namero de poblaciones de la region. Tomando en
cuenta la ubicacion geogréfica, sin embargo, para los andlisis posteriores, incluyendo la
correlacion entre los dos estadisticos para ilustrar el tipo de aislamiento que se ha dado
entre las poblaciones, se decidié agrupar los datos con las colonias mas proximas; los
de Sabancuy con los de Chenkan (Sb-Che) y los de Isla del Carmen con los de Isla
Aguada (IC-1A), en ambos casos ademas de por su proximidad geogréafica, por las
frecuencias absolutas de su composicién haplotipica, y porque no mostraron diferencias

significativas bajo ninguno de los dos métodos.
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Tabla 7. Debajo de la diagonal, valores de Fsr convencional (Wright, 1951) basados en frecuencias haplotipicas entre pares de poblaciones de C.
mydas del Gran Caribe, Atlantico y Mediterraneo; encima de la diagonal, valores de probabilidad estadistica, en rojo los no significativos tomando como
limite un nivel de significancia de 0.05.

Flor RN Far Lech IC 1A Sab Chen Cuyo C.Arc Alac. QR/Enc CR Sur Aves A.Rocas |.Trind G.Bissau I.Bioko 1.Asc. S.Tome

Florida 0.087 0.224 0.000 0.010 0.000 0.000 0.156 0.001 0.009 0.061 0.121 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
R.Nuevo 0.072 1.000 0.041 0.000 0.000 0.000 0.009 0.000 0.000 0.001 0.052 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000 0.000
Farallon 0.051 -0.059 0.312 0.002 0.000 0.000 0.027 0.000 0.001 0.007 0.105 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Lech 0.322 0.063 0.030 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
I.Carmen 0.323 0572 0.675 0.769 0.361 0.299 0312 0424 0.116 0.014 0.001 0.681 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
I.Aguada 0.358 0.591 0.620 0.725 0.028 0.571 1.000 0.502 0.009 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Sabancuy 0.259 0.489 0.522 0.695 0.082 -0.007 1.000 0.388 0.030 0.001 0.000 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Chenkan 0.136 0.396 0.425 0.690 0.217 -0.093 -0.159 1.000 0541 0.314 0.149 0.089 0.001 0.001 0.000 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000
El Cuyo 0.248 0501 0.543 0.698 0.008 -0.008 0.001 -0.081 0.016 0.001 0.000 0.029 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000 0.000
C.Arcas 0.188 0.394 0405 0.656 0.187 0.187 0.120 -0.010 0.130 0.055 0.002 0.003 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000 0.000
Alacranes 0.069 0.219 0.209 0.489 0.216 0.266 0.164 0.022 0.173 0.082 0.047 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
QR/Enc 0.038 0.072 0.059 0.295 0.355 0.418 0.270 0.098 0.308 0.181 0.064 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
CostaRica 0.509 0.718 0.733 0.797 -0.016 0.067 0.135 0.133 0.043 0.289 0.408 0.607 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Sur 0.568 0.605 0.664 0.752 0.841 0.751 0.692 0.683 0.730 0.579 0.429 0.418 0.815 0.482 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Aves 0.621 0.662 0.728 0.770 0.846 0.749 0.715 0.741 0.745 0.636 0.487 0.499 0.803 -0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
A.Rocas 0.463 0491 0506 0.639 0.614 0.643 0555 0485 0.584 0.474 0.403 0.360 0.767 0.566 0.617 0.260 0.000 0.001  0.003 0.187
1. Trind 0.476 0.499 0514 0619 0607 0624 0552 0496 0575 0485 0.423 0.384 0.747 0.564 0.601 0.004 0.000 0.000 0.000 0.093
G.Bissau 0.838 0.856 0.935 0.865 1.000 0.858 0.895 0.975 0.908 0.897 0.793 0.775 0.867 0.953 0.943 0.218 0.191 0.012 0.001 0.000
1.Bioko 0.675 0.700 0.755 0.779 0851 0.776 0.755 0.775 0.778 0.715 0.618 0.586 0.834 0.795 0.815 0.094 0.102 0.102 0.148 0.015
1.Asc. 0.635 0.652 0.670 0.712 0.736 0.713 0.686 0.667 0.700 0.648 0.597 0.569 0.779 0.701 0.718 0.050 0.065 0.057 0.008 0.026
Sao Tome 0.428 0.464 0.477 0.658 0.626 0.661 0552 0.440 0.594 0.434 0.348 0.298 0.778 0.543 0.625 0.014 0.032 0.352 0.098  0.055

Chipre 0.688 0.718 0.807 0.801 0943 0.797 0.786 0.861 0.813 0.749 0.621 0.585 0.848 0.855 0.865 0.650 0.627 0.979 0.855 0.737 0.694




significativos tomando como limite un nivel de significancia de 0.05.

Tabla 8. Debajo de la diagonal, valores de ¢t basados en distancias genéticas mediante el método de Tamura (Tamura, 1992; Kumar et al., 1993)
entre pares de poblaciones de C. mydas del Gran Caribe, Atlantico y Mediterraneo; encima de la diagonal, valores de probabilidad estadistica, en rojo los no

Fl RN Far Lech IC 1A Sab Chen Cuyo C.Arc Alac. QR/Enc CR  Sur Aves A.Rocas ITrind G.Bissau I.Bioko 1.Asc. S.Tome
Florida 0.051 0273 0.000 0.012 0001 0.012 0237 0.004 0001 0.015 0.022 0.007 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000  0.000
R.Nuevo 0.085 0.857 0.060 0.000 0.000 0.000 0.016 0.000 0.000 0.002 0.036 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000 0.000
Farallon 0.029 -0.053 0.215 0.001 0.001 0004 0.111 0.000 0.001 0.075 0.362 0.009 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000 0.000
Lech 0.303 0.044 0.041 0.000 0.000 0.000 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000 0.000
I.Carmen 0.326 0.581 0.675 0.770 0.368 0.298 0.301 0.408 0.330 0.031 0.003 0.613 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000
I.Aguada 0.208 0.440 0.407 0.595 0.028 0.557 1.000 0.648 0.018 0.000 0.000 0.009 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000
Sabancuy 0.140 0.351 0.308 0.576 0.082 -0.007 1.000 0.373 0.033 0.003 0.001 0.061 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000
Chenkéan 0.046 0.294 0.254 0.602 0.217 -0.093 -0.159 0.861 0.468  0.367 0.397  0.309 0.001 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000
El Cuyo 0.182 0435 0418 0.640 0.019 -0.015 -0.002 -0.073 0.023 0.001 0000 0.152 0.000 0.000  0.000 0.000 0.000 0.000  0.000 0.000
C.Arcas 0.190 0.352 0.265 0.621 0.021 0.137 0.087 -0.056 0.090 0.061  0.002 0.101 0.000 0.000  0.000 0.000 0.000 0.000  0.000 0.000
Alacranes 0.098 0.131 0.068 0.313 0.147 0.278 0.145 -0.024 0.185 0.088 0.291  0.007 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000 0.000
QR/Enc 0.071 0.050 0.006 0.175 0.217 0319 0.165 -0.019 0231 0.156 0.005 0.002 0.000 0.000  0.000 0.000 0.000 0.000  0.000 0.000
Costa Rica 0.117 0.246 0.207 0.339 -0012 0036 0.035 -0.061 0.022 0.016 0.132 0.204 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000
Sur 0.956 0959 0972 0975 0992 0955 0949 0970 0965 0.898 0.782 0.837  0.848 0.532 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000
Aves 0.850 0.853 0.828 0917 0.846 0905 0.853 0.799 0.873 0.786 0.689 0.742  0.812 0.020 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000
A.Rocas 0.925 0926 0927 0949 0942 0934 0922 0922 0935 0.892 0.799 0.841 0.820 0.801 0.617 0.064 0.000 0.000 0.000 0.005
I.Trind 0.921 0.921 0921 00939 0934 0929 0919 0918 0.929 0900 0.828 0.861 0.824 0.782 0.654  0.018 0.000 0.001  0.000 0.002
G.Bissau 0.980 0981 0.992 0981 1.000 0963 0974 0.994 0982 0959 0.881 0917 0.836 0983 0.750 0.092 0.102 0.010  0.044  0.000
1.Bioko 0959 0960 0.969 0969 0.981 0951 0953 0.969 0964 0929 0.835 0.878 0.829 0.907 0.647 0.077 0.093 0.102 0.109  0.026
I.Asc. 0.954 0953 0955 0.957 0962 0952 0952 0.955 0957 0945 0.907 0.926 0.861 0.848 0.768 0.044 0.069 0.011 0.009 0.001
Sao Tome 0.882 0.884 0.867 0938 0.888 0921 0881 0.836 0904 0.811 0.696 0.750 0.814 0.631 0.438 0.069 0.093 0.167 0.059 0.106
Chipre 0.872 0873 0920 0905 0981 0871 0871 0.937 0907 0.801 0.552 0569 0.649 0.989 0.878 0.944 0.932 0.997 0.980 0.958 0.914




En la Figura 5, y abarcando sélo la region del golfo de México, se observa la
correspondencia entre los valores de Fst convencional y el @& calculado bajo el
modelo de Tamura. Se presentan valores mas altos de @sr entre las poblaciones de cayo
Arcas, ElI Cuyo e IC-1A con respecto a Alacranes; y de Lechuguillas con respecto a
Farallon. Esto indica flujo génico reciente entre poblaciones anteriormente aisladas.
Entre las poblaciones de Farallon con Rancho Nuevo, y entre IC-1A con respecto a Sb-
Che, en todos los casos muy cercanos a cero, hay una igualdad entre los valores de
ambos estadisticos, que revela que son poblaciones aisladas a partir de una poblacion
homogénea, probablemente debido a su cercania geografica. El resto de las
comparaciones entre pares de poblaciones, revelaron una interrupcion reciente de flujo
génico, es decir, valores mas altos de Fst que de @xr.

El mismo analisis se realiz6 incorporando las colonias restantes que conforman
el Gran Caribe (desde Florida hasta Surinam). En la Figura 6 se ven (color rojo)
aquellas comparaciones cuyos valores de @sr son mas altos que los de Fst, agrupando
en el circulo aquellas cuya diferencia es >> 0.1, siendo éstas principalmente las
comparaciones entre las colonias de Aves y Surinam, y el resto de poblaciones del Gran
Caribe, y excluyendo los que tienen una diferencia minima entre los dos parametros.
Por encima de la diagonal se hallan las comparaciones cuyos valores de Fsr fueron mas
altos que los de @xr, siendo éstas la gran mayoria y basicamente entre colonias del
Caribe Occidental (desde Florida hasta Costa Rica). Con esto, podemos dar cuenta que
al incorporar poblaciones cuya composicion incluye en alta frecuencia haplotipos
pertenecientes a diferentes linajes (p. ej. Caribe + Atlantico Sur), los valores de @t
aumentan ya que se esta tomando en cuenta altos valores de distancia genética
interhaplotipica (diferencias con base a la composicion nucleotidica); en tanto que
comparaciones entre poblaciones cuyo mayor porcentaje de haplotipos son del mismo
linaje (p. ej. del Caribe Occidental), los valores de Fst son méas altos, porque solo se
contempla la frecuencia de los haplotipos y la diferenciacion interpoblacional a este

nivel geogréafico se da justamente en cambios de frecuencia sin mutaciones nuevas.
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Figura 5. Relacién entre los valores de Fsr convencional (Wright, 1951) y @ de
Tamura (Tamura, 1992; Kumar et al., 1993), incluyendo Unicamente las colonias del golfo de
México (desde Rancho Nuevo hasta Alacranes).
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Figura 6. Relacion entre los valores de Fsr convencional (Wright, 1951) y @51 de
Tamura (Tamura, 1992; Kumar et al., 1993), incluyendo el total de colonias dentro del
Gran Caribe (desde Florida hasta Surinam).
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7.6. Identificacion de la estructura genética.

7.6.1. Analisis de Varianza Molecular (AMOVA).

Complementando el proceso de identificacion de las UM, una de las maneras
maés efectivas de detectar la estructura poblacional es el Andlisis de Varianza Molecular
(AMOVA) que evalla como se distribuye la variacién genética dentro y entre las
poblaciones o grupos de poblaciones. Este método se basa en estimaciones de sumas de
las diferencias (distancias genéticas) al cuadrado entre pares de comparaciones (Li,
1976). Asi, es posible elaborar un analisis jerarquico de la distribucion de la varianza a
partir de las diferencias al cuadrado de todos los pares de comparaciones entre
poblaciones (Herran, et al., 1999). Este analisis también fue aplicado mediante las dos
vertientes utilizadas para las estimaciones de diferencias: sélo considerando las
frecuencias haplotipicas de las poblaciones mediante el Fsr, y a traves de las distancias
genéticas utilizando el modelo de Tamura. El procedimiento se aplic6 manteniendo las
poblaciones fijas pero variando la manera en conformar diferentes agrupaciones con las
mismas para definir las agrupaciones que maximizaran la distribucion jerarquica, pero
también se compararon los resultados usando Fsr convencional vs @t para ver qué
meétodo daba una explicacion més consistente de la estructura genética de las
poblaciones analizadas. Finalmente, nos interesaba también observar como cambiaban
los resultados usando Fst vs @sr dependiendo del ambito geografico de donde se
seleccionaba el conjunto de poblaciones evaluadas. Esto es, se estimarian AMOVAs a
diferentes niveles de resolucién geografica: comenzando con el conjunto completo de
poblaciones en la cuenca Atlantica hasta regiones mas pequefias y cercanas a nuestras
colonias (p. €j. el Gran Caribe, Caribe occidental). Para este propdsito se consideraron
cinco grandes regiones y dentro de cada una de ellas las poblaciones fueron agrupadas
de distintas maneras para observar como se modificaba (a) la distribucion de la
variacion genetica entre las agrupaciones, (b) si la distribucion de la variacion entre las
agrupaciones era significativa, y (c) como se comparaban los valores a partir del uso de
Fst Vs @sr.

Con el AMOVA se indico una fuerte estructura para las colonias del golfo de
México. En la Tabla 9 se observa que la distribucion de la variacion entre grupos (indice

@ct) 'y entre individuos dentro de las poblaciones (indice @&sr) fue maés alta
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considerando todas las colonias del Atlantico (Atlantico y Mediterraneo, combinaciones
2 y 1, respectivamente) cuando se us6 como métrico las distancias geneéticas entre
poblaciones (@sr), en comparacion con el uso sélo de frecuencias, y fue disminuyendo
para ambos parametros en tanto que se iba removiendo poblaciones pertenecientes al
linaje del Atlantico Sur. En contraparte, cuando se analiza usando frecuencias
Unicamente, el porcentaje de @ct aumenta cuando se van restando poblaciones para
concentrarse en las que son las mas cercanas geograficamente a nuestras poblaciones
del golfo de México (combinacién 11) cuya proporcién de la variacién es mas fuerte,
esto indica que hay una clara evidencia de heterogeneidad entre los grupos de colonias
seleccionadas.

Esta estructura se fortalece si se comparan los resultados del AMOVA con los de
la reconstruccién genealdgica mostrada en el diagrama anteriormente analizado (Figura
3). En ambos estudios se manifiesta la existencia de dos linajes de C. mydas a lo largo
de todo el Atlantico, cuya frontera geografica parece ocurrir entre las colonias de Aves
y Surinam, la primera con haplotipos de ambos linajes, y la segunda s6lo presenta
haplotipos del linaje que pertenece al Atlantico Oriental. Y finalmente, que las tortugas
que anidan en colonias mexicanas a pesar de que presentan haplotipos de ambos linajes,
el linaje que mejor representado es el que incluye a las colonias del Gran Caribe
Occidental y Mediterraneo (clado A), ya que aparece en muy baja proporcion el
haplotipo CM-A5 (clado B).

En general, los resultados del AMOVA revelan que la distribucion de la
variacion entre grupos se manifiesta mas fuerte con el uso de un modelo que incluye en
su estimacion, ademas de frecuencias haplotipicas, distancias genéticas entre los
haplotipos cuando se trata de poblaciones que pertenecen a linajes distintos y esto, en el
Atlantico, ocurre cuando se seleccionan poblaciones muy distantes geogréaficamente.
Cuando se trata de poblaciones cercanas geogréfica y evolutivamente, a través del
método de frecuencias se explica un mayor porcentaje de la variacion ya que por ser
colonias del mismo linaje, no considera las diferencias moleculares sino que calcula
solo con base a las frecuencias entre los haplotipos. Por esto, en los analisis
subsecuentes se trabajo bajo el método de frecuencias, porque se observd que es mas
sensible a las diferencias que se encuentran dentro de poblaciones de un mismo linaje

(proporciona una mayor resolucion), como lo son las colonias del presente trabajo.
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Tabla 9. Resultados del Andlisis de Varianza Molecular para determinar estructura
entre distintas agrupaciones de colonias de tortuga verde en el Atlantico y las objeto de este
estudio (10000 permutaciones). * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, ns no significativo.

Fst convencional ®ct Modelo Tamura
REGION dl:,-l %TL? ;;gs o ortl) s dcT ®sc DsT dcT dsc dsT
ATLANTICO Y (1) Un grupo 20 / 349  65.09*%** / 17.2 82.8%**
MEDITERRANEO (2) Tres grupos 20 B3.1*** 19 7%= 27 15%** | 77.5*%** 10.9*** 11.6***
(3) Un gpo. 13 / 443  55.66*** / 47.7 52.4%**
GRAN CARIBE

(4) Cuatro gpos. 13 14.8ns 41.7%**  A43.49*** | (-)39.5ns 89.4*** 5(Q.1***
(5) Un gpo. 11 / 497  50.32*%** / 80.9 19.1%**

CARIBE OCCIDENTAL )
(6) Cinco gpo. 11 46.77* 4.9%*  4B8.37***| 17.3** 2.6* 80.1***
(7) Un gpo. 10 / 495  50.55*** / 66.7  33.3*%**

(8) Cuatrogpos. | 10 | 46.3*x  3.1%% 5OEL***| 27.5%%  4T*  B7.8%**
() Cincogpos. | 10 | 47.8%*  1.4* BO.76***| 20.5%%  2.8ns  B7.7***
(10) Seisgpos. | 10 | 48.8***  0.4ns  50.8*** | 33.2%%*% (:)0.6ns B7.3***

FLORIDA HASTA Q. ROO.

(11) Un gpo. 8 / 56.1  43.86*** / 72 28.0***

LFO DE MEXI
GOLFO co (12)Cuatrogpos. | 8 | 57.5%%  05ns  42%%* | 40.8%* (-)0.33ns 59.6%**

Agrupaciones evaluadas y composicion usada

REGION (codigo de agrupacion correspondiente a la tabla superior)
ATLANTICQ Y (1) /Todas las colonias del Atlantico y Mediterraneo/
MEDITERRANEO (2) /Gran Caribe/ Mediterraneo/ AtlanticoSurCentral/

GRAN CARIBE (3) /Gran Caribe/

(4) /Florida+Tam+Far+Le/IC-IA+Sh-Ch+CA/ Alac+EC+MxEnc/CR+Av+Sur/
(5) /Floridat+Tam+Far+Le+1C-1A+Sb-Ch+CA+Alac+tEC+MxEnc+CR/

(6) /Florida/Tam+Far-Le/IC-1A+Sb-Ch+EC/CA+Alac+MxEnc/CR/

(7) /Florida+Tam+Far+Le+IC-IA+Sb-Ch+EC+CA+Alac+MxEnc/

(8) /Florida/Tam+Far+Le/IC-1A+Sh-Ch+EC/CA+Alac+MxEnc/

(9) /Florida/Tam+Far+Le/IC-1A+Sb-Ch+EC/CA+Alac/MxEnc/

(10) /Florida/Tam+Far+Le/IC-1A+Sh-Ch+EC/CA/Alac/MxEnc/

(11) /Tam+Far+Le+IC-1A+Sh-Ch+EC+CA+Alac/

(12) /Tam+Far+Le/IC-1A+Sb-Ch+EC/CAR/Alac/

CARIBE OCCIDENTAL

FLORIDA HASTA Q. ROO.

GOLFO DE MEXICO
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7.6.2. ldentificacion de barreras genéticas.

Basandonos en los valores de Fst previamente establecido como el parametro
idéneo para estimacion de los patrones de diferenciacion genética entre las colonias del
golfo de México, se aplicé un Analisis Espacial de Varianza Molecular (SAMOVA),
para complementar la identificacion de los patrones de subdivision poblacional usando
un método semi-automatizado disefiado expresamente para este proposito (Dupanloup
et al., 2006). En este caso se complementan los valores de del indice Fsr entre pares de
poblaciones con la ubicacién geografica de cada colonia. Este método define grupos de
poblaciones que minimizan las distancias geograficas y diferencias genéticas.
Especificamente, dado que este procedimiento se basa en el AMOVA, para un nimero
de grupos seleccionado busca aquella composicion que arroje el valor més alto de @cr,
que nos definiria la proporcion total de la varianza debido a diferencias entre grupos de
poblaciones (Excoffier, 1992). Con los datos de las poblaciones del Caribe Occidental,
notamos que los valores de @ct disminuian al aumentar el nimero de grupos (Tabla 10),
mientras que los valores de @sr aumentaban. En las primeras cuatro agrupaciones
asignadas, se observaron algunas consistencias entre los resultados del SAMOVA vy la
estructura definida hasta ahora en las pruebas de diferenciacion interpoblacional y en el
AMOVA. Por ejemplo, la union de las colonias de Rancho Nuevo, Farallon y
Lechuguillas en un solo grupo, y la exclusion gradual de las poblaciones de QR/Enc y
Alacranes, sucesivamente. Al ir aumentando los grupos, se noté que las colonias de
Farallon y Lechuguillas se separan cada una de manera independiente de la poblacién
de Rancho Nuevo (5 y 7). Tal vez estas diferencias manifiestas en el SAMOVA se
deben a la proporcién de los haplotipos entre esas tres poblaciones, y al tamafio de
muestra, y no a que se trate de poblaciones diferentes genéticamente, ya que en los

analisis anteriores no mostraban diferencias significativas entre si.
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Tabla 10. indices de fijacion correspondientes a los grupos de poblaciones identificados
a través del SAMOVA (Dupanloup et al., 2006) para delimitar barreras geogréaficas entre las
colonias de tortuga verde en el Atlantico y las del golfo de México.

Distribucion jerarquica
de la variacién
Fst convencional

No. de
grupos

Composicién derivada por el SAMOVA para cada uno de los grupos

1. Rancho Nuevo / Farallén/ Lechuguillas/ QR/Enc

2. Florida/ IC-1A/ Sh-Che/ El Cuyo/ Costa Rica/ Cayo Arcas/ Alacranes 27.19 4.67 68.13

1. Rancho Nuevo / Farallén/ Lechuguillas
3 2. Florida/ IC-IA/ Sh-Che/ El Cuyo/ Costa Rica/ Cayo Arcas/ Alacranes 27.18 4.44 68.38
3. QR/Enc

. Rancho Nuevo / Farallon/ Lechuguillas

. Florida/ 1C-1A/ Sb-Che/ El Cuyo/ Costa Rica/ Cayo Arcas
. QR/Enc

. Alacranes

2696 311  69.93

A WN -

. Rancho Nuevo / Lechuguillas

. Farallon

. QR/Enc 26.28 34 70.32
. Florida/ 1C-1A/ Sb-Che/ El Cuyo/ Costa Rica/ Cayo Arcas

. Alacranes

o1
OB WN PR

. Rancho Nuevo / Lechuguillas

. Farall6n

. QR/Enc

.IC-IA/ Sb-Che/ El Cuyo/ Costa Rica/ Cayo Arcas
. Alacranes

. Florida

25.67 239 7194

OO WN B

. Rancho Nuevo

. Farallén

. QR/Enc

.IC-IA/ Sb-Che/ El Cuyo/ Costa Rica/ Cayo Arcas 24.78 2.78 72.44
. Alacranes

. Florida

. Lechuguillas

\l
~NOoO oIk~ WN B
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Empleando también una correlacién entre distancias genéticas y ubicacién
geografica, y con el fin de comparar las agrupaciones generadas con el programa
SAMOVA, se identificaron las barreras por restriccion de flujo génico entre las
poblaciones del Caribe Occidental (desde Florida hasta Costa Rica, incluyendo los datos
del estudio de Encalada, et al., 1996), a través del programa BARRIER (Manni et al.,
2004). De un total maximo de 10 barreras que puede evaluar el programa, fueron
elegidas las primeras seis para su interpretacion (Figura 7). Se eligié esta cantidad
porque al asignar una séptima barrera empezamos a notar anomalias, como la
separacion de la colonia de Farallon de Lechuguillas, cuando ambas poblaciones no
manifestaron diferencias genéticas en ninguna prueba de diferenciacion, ademas de su
proximidad geogréfica. La principal consistencia entre los resultados de BARRIER vy
SAMOVA fue que la primer barrera aislo las poblaciones de Rancho Nuevo, Farallon y
Lechuguillas, del resto de las colonias, consistencia que se ha mantenido en cada una de
las pruebas de diferenciacion realizadas; las siguientes tres barreras (b, c, d) aislaron a
Costa Rica, QR/Enc y Florida, en ese orden y cada una de manera independiente. La
quinta barrera definida (e) aisld, por un lado, a la poblacion de EI Cuyo vy, por otro lado,
separd en un solo grupo a las poblaciones de IC-IA y Sb-Che, dejando unidas las
colonias de cayo Arcas y Alacranes; la ultima barrera (f) separd estas dos Ultimas
poblaciones. Quedando, finalmente, un total de ocho grupos de acuerdo a este analisis.
Esto confirma una vez mas la fuerte estructura de las poblaciones de C. mydas en esta

region del Atlantico Occidental.
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Figura 7. Diagrama de Vorondi generado como salida del programa BARRIER (Manni
et al., 2004) representando las seis barreras geogréficas principales entre poblaciones (lineas
rojas, designadas a a f en la Figura). La colocacion de los puntos para las poblaciones esta en
escala a la ubicacion geogréafica de las poblaciones. 1 = Florida, 2 = Rancho Nuevo, 3 =
Farallén, 4 = Lechuguillas; 5 = IC-IA, 6 = Sb-Che, 7 = Cayo Arcas, 8 = El Cuyo, 9 = Alacranes,
10 = QR/Enc, 11= Costa Rica.
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7.6.3. Niveles de Flujo génico (Nm).

La dindmica de las poblaciones analizadas dentro del golfo de México y a lo
largo del Atlantico y evidenciada a través de los andlisis de diferenciacion
interpoblacional, AMOVA vy asignacion de barreras biogeogréaficas, se vio reflejada de
igual forma en los niveles de flujo génico entre ellas, obtenido de manera indirecta a
través de un derivado del Fsr usando la ecuaciéon Nm=(1-Fs7)/(2*Fst) (Slatkin, 1995).

Dentro de las colonias del golfo de México, los resultados (Tabla 11) muestran
valores visiblemente altos entre las colonias de Veracruz (Farallon y Lechuguillas) con
Rancho Nuevo, y entre las colonias continentales de Campeche (IC-1A y Sh-Che) y
Yucatan (El Cuyo), observandose incluso valores de Nm infinitos entre algunos pares de
poblaciones. Sin embargo, valores altos también fueron observados entre algunas
colonias del Gran Caribe y colonias del golfo de México, como Florida con Rancho
Nuevo y Costa Rica con IC-1A y El Cuyo. Esto se explica por la abundancia de los
haplotipos mas representados de la region: las colonias del nor-noreste comparten el
haplotipo CM-A1 con una gran proporcion, en tanto que en las del sur-sureste el
haplotipo CM-A3 es el mas abundante, por lo que no es sorprendente que haya
evidencia de una conexion entre estas colonias evidentes en sus niveles de flujo génico.
Dentro del Caribe Oriental, las colonias de Aves y Surinam arrojaron un valor infinito
de flujo génico, y en el Atlantico Sur, el valor més elevado lo obtuvieron las colonias de
Brasil, A. Rocas e |. Trindade, con un Nm=130. Entre las colonias de Africa e Isla
Ascension, se obtuvo un Nm promedio=15, célculo realizado debido al valor alto entre

Isla Ascensién e Isla Bioko.
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Tabla 11. Valores de flujo génico (Nm) entre todas las colonias de tortuga verde en el golfo de México, resto del Atlantico y Mediterraneo.

Florida R.Nuevo Farallon Lech. IC-IA Sb-Che Cuyo C.Arc Alac QR/Enc CR Sur Aves ARocas |.Trind G.Bissau I.Bioko I.Asc. S.Tome
R.Nuevo 6.43
Farallon 9.30 inf
Lech. 1.05 7.45 16.23
IC-1A 0.82 0.32 0.28 0.18
Sb-Che 141 0.52 0.46 0.22 8398
ElCuyo 1.52 0.50 0.42 0.22 inf 96.64
CayoArcas 2.16 0.77 0.73 026 1.97 3.58 3.35
Alacranes 6.77 1.78 1.89 052 1.26 2.47 2.39 5.58
QR/Enc 12.54 6.48 7.93 119 063 1.33 1.12 2.26 7.32
C.Rica 0.48 0.20 0.18 0.13 8.27 3.00 1126 1.23 0.73 0.32
Sur. 0.38 0.33 0.25 0.17 0.15 0.23 0.18 0.36 0.67 0.70 0.11
Aves 0.30 0.26 0.19 0.15 0.16 0.21 0.17 0.29 0.53 0.50 0.12 inf
A.Rocas 0.58 0.52 0.49 0.28 0.26 0.40 0.36 0.56 0.74 0.89 0.15 038 031
1.Trind 0.55 0.50 0.47 031 0.29 0.41 0.37 0.53 0.68 0.80 0.17 039 0.33 130.18
G.Bissau 0.10 0.08 0.03 0.08 0.08 0.07 0.05 0.06 0.13 0.15 0.08 0.02 0.03 1.80 2.12
1.Bioko 0.24 0.21 0.16 0.14 014 0.17 0.14 0.20 0.31 0.35 0.10 0.13 0.11 4.84 4.40 4.39
I.Asc. 0.29 0.27 0.25 020 0.19 0.23 0.21 0.27 0.34 0.38 0.14 021 0.20 9.43 7.19 8.29 61.95
S.Tome 0.67 0.58 0.55 026 0.24 0.40 0.34 0.65 0.94 1.18 0.14 042 0.30 35.28 14.98 0.92 4.60 8.52
Chipre 0.23 0.20 0.12 0.12 0.12 0.14 0.11 0.17 0.31 0.35 0.09 0.08 0.08 0.27 0.30 0.01 0.08 0.18 0.22




7.6.4. ldentificacion de Unidades de Manejo (UM).

Para la determinacion de las unidades demogréaficas o unidades de manejo,
fueron considerados dos criterios en orden de aplicaciébn tomando como base los
resultados de la prueba de diferenciacion interpoblacional y los del AMOVA (ambos
analisis con los célculos tanto de Fst convencional como del modelo de Tamura), asi
como las agrupaciones generadas con la asignacion de barreras demogréficas con los
programas SAMOVA y BARRIER: (1) los valores de significancia estadistica (P) para
cada prueba analitica implementada; (2) la ubicacion geografica, tamafio de muestra y
composicion haplotipica de aquellos pares de poblaciones que generaron resultados
ambiguos; y (3) los valores de flujo génico entre las poblaciones.

Mediante la representacion de los haplotipos encontrados en el Gran Caribe con
un color particular para ver como se conduce su distribucion (Figura 8), podemos
reflejar las ambigiiedades encontradas en la identificacion de estructura genética entre
las poblaciones. La primera de ellas se manifiesta entre las poblaciones de Florida y
Rancho Nuevo que aparentemente en la prueba de diferenciacion interpoblacional no
mostraron diferencias genéticas significativas y cuyos valores de flujo génico fueron
elevados (Nm=6.43), pero el hecho de que a Florida se le encuentre similitud con
distintas colonias, es atribuido a la composicion haplotipica de la misma, ya que
contiene casi en una proporcion de 1:1 los haplotipos mas comunes (CM-Al y CM-A3)
del Atlantico Occidental, por esto no es sorprendente que con distintas pruebas se le
agrupe con otras poblaciones. Al mismo tiempo no se encontraron diferencias
significativas entre las tres poblaciones de Veracruz (Farallon, El Llano y Coyotes) y
Rancho Nuevo, separadas entre si por < 400 km, que genéticamente comparten en una
elevada frecuencia el haplotipo CM-ALl (color amarillo). Para fines de manejo regional,
se agruparon estas dos poblaciones en una sola (designada como RNVer), dejando a
Florida, que ocurre en otra eco-region y a mas de 2,000 km de distancia de las
mexicanas, como una poblacién independiente. Ademas, no se tiene informacion de
intercambio de tortugas marcadas con placas metalicas entre estas regiones.

Otro caso lo conforman todas las colonias Campeche, exceptuando cayo Arcas,
con El Cuyo en Yucatan (designada como CmCu), que no presentaron diferencias
significativas y cuyos valores de flujo génico fueron muy altos (Nm > 80); éstas
comparten en un alto porcentaje el haplotipo CM-A3 (color azul), designandose como
otra UM. Independientemente, la significancia estadistica de la colonia de Chenkan
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demuestra que no hay diferencias entre ella y colonias como Florida (tanto con el indice
Fsr como con el modelo de distancias genéticas de Tamura) y Farallon (s6lo con el
modelo de Tamura), pero se debe a que el tamafio de muestra de esta poblacion es muy
pequefio (n=4) y el analisis responde agrupandola a diversas colonias. Por eso se
decidio agruparlo con las poblaciones continentales mas cercanas geograficamente, las
de Campeche y Yucatan.

A pesar de que las poblaciones de cayo Arcas y Alacranes, no mostraron
diferencias significativas con otras colonias no solo del golfo de México, sino del Gran
Caribe, se decidié mantenerlas como UM separadas e independientes. Si retomamos los
datos de composicién haplotipica (Tabla 3), observamos que estas poblaciones, ademas
de presentar los haplotipos mas comunes, tienen otros que no se comparten con ninguna
otra colonia mexicana: Alacranes presenta el haplotipo CM-A27 que aparentemente es
endémico de este sitio de México y de Cuba (Espinosa et al., 2000), y en cayo Arcas se
observd de manera singular el haplotipo CM-A47. Aunado a esto, estas colonias
comparten el haplotipo CM-A5, que como se observé en el analisis genealogico (Figura
3) pertenecen a otro linaje. Esto las coloca en un panorama evolutivo como poblaciones
particulares y lo interpretamos como evidencia de que deben identificarse como
unidades independientes del resto.

La poblacion de QR/Enc queda como una Unidad independiente, reflejando la
alta diversidad de haplotipos que presenta, incluidos los que comparte con otras
poblaciones del Gran Caribe y otros endémicos.

En el resto del Gran Caribe se ubicaron otras dos UM, la primera conformada
por la poblacion de Tortuguero, en Costa Rica (Bjorndal et al., 2005) y la segunda por
las colonias de Aves y Surinam. La explicacion del por qué se dejé a Costa Rica como
una unidad independiente, a pesar de que no presenta diferencias significativas con
colonias mexicanas debido a que cuenta con una alta frecuencia del haplotipo CM-A3,
se confirma con los resultados del AMOVA (Tabla 9). En las combinaciones 5y 6,
incluyendo a Costa Rica con el resto de colonias del Caribe occidental, y colocandola
como un grupo independiente, el valor de P del estadistico @sr fue significativo en
ambos casos, por lo tanto se considera congruente, adicionalmente a su ubicacién
geogréfica lejana del &mbito mexicano, dejarla como una UM independiente.

En el Atlantico Sur Central se manifestaron otras dos Unidades caracterizadas
por: (1) las dos colonias de Brasil y (2) Isla Ascension y las colonias africanas, en tanto

que en el Mediterraneo, Chipre queda como una sola UM. En conclusién, se definieron
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un total de ocho Unidades de manejo para la tortuga verde en el Gran Caribe
(incluyendo las cuatro del golfo de México), u once a lo largo de todo el Atlantico y
Mediterraneo (Tabla 12).

-100° -95° -90° -85° -80° -75° -70° -65° -60°
—
HAPLOTIPOS
Chi-Al
Florida CM-A3
CM-AS
CM-A1S
CM-A16
CM-AIT
CM-A18
CM-AZF
CM-AdT
CM-ASE

30°

25

20°

1000 km
— —
Figura 8. Representacion grafica de los haplotipos encontrados en las poblaciones
estudiadas en este proyecto, comparadas con el resto de colonias que componen el Gran Caribe,

y cuyos datos ya han sido publicados: Florida, QR/Enc, Surinam (Encalada et al., 1996); Costa Rica
(Encalada et al., 1996; Bjorndal et al., 2005); Aves (Encalada et al., 1996; Naro-Maciel et al., 2007); el resto, este
trabajo.

Tabla 12. Total de Unidades de Manejo identificadas en este estudio (4) y con el resto
de colonias de C. mydas a lo largo del Atlantico (7). Donde: RNVer (Rancho Nuevo y las
colonias de Veracruz); CmCu (Colonias de Campeche [Isla Aguada, Isla del Carmen, La
Escollera/Sabancuy, Chenkan] y El Cuyo); QR/Enc (Quintana Roo de Encalada et al., 1996);
AvSu (Aves y Surinam); TIRA (Isla Trindade y Atolon Rocas); AtlSur (Isla Ascension y las
colonias africanas de Sao Tome, Guinnea Bissau e Isla Bioko ).

Unidades de Manejo (UM) \

Golfo de México Resto del Atlantico

Florida
QR/Enc
RNVer Costa Rica
CmCu AVS
Cayo Arcas Vou
Alacranes TIRA
AtlSur
Chipre
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7.5. Identificacion de los procesos evolutivos involucrados.

7.5.1. Variabilidad genética.

Las medidas de variacion genética [diversidad nucleotidica (z) y diversidad
haplotipica (h)] fueron calculadas para las UM identificadas. El valor mas alto de
diversidad haplotipica para las poblaciones estudiadas se observd en Alacranes
(h=0.708; Tabla 13), reflejado por el elevado numero de haplotipos que presenta y
cuyas frecuencias estan distribuidas de una manera mas homogénea comparadas con las
demas; en segundo término la poblacion de cayo Arcas (h=0.539), que presenta 3
haplotipos en un tamafio pequeiio de muestra (n=14). En el contexto de todo el
Atlantico, la colonia de QR/Enc obtuvo el valor mas grande (h=0.82) que presenta, en
un tamafio pequefio de muestra (n=20) un total de 7 haplotipos distribuidos
homogéneamente. Por el contrario, el valor mas bajo lo obtuvo la colonia de Chipre
(h=0.077) que en 26 individuos manifestd 2 haplotipos en una proporcién de 96 y 4%,
respectivamente. El valor més elevado de diversidad nucleotidica se presentd en la
colonia de Alacranes (7=0.006). No sorprende, ya que al ser un estimado que ademas de
tomar en cuenta las frecuencias haplotipicas, considera también las diferencias a nivel
nucleotido entre las secuencias en su composicién, en esta colonia el haplotipo CM-A5
tiene una representatividad del 13% y que, al pertenecer a otro linaje, las diferencias
nucleotidicas con respecto a los otros haplotipos que componen esta poblacion, son
mayores. En esta prueba igualmente la colonia de Chipre obtuvo el valor mas bajo de
diversidad. En general, los valores de diversidad genética de las poblaciones del golfo
de México se encontraron dentro de la gama de valores reportados.

En estos andlisis de las colonias en el golfo de México resaltan los resultados
para Alacranes y cayo Arcas cuyos valores tanto de h como de r estan entre los méas
altos registrados (Figura 9) para la especie en la cuenca Atlantica. Este fendomeno lo
comparte también la colonia de QR/Enc. Las implicaciones de estas observaciones para
le identificacion de procesos evolutivos de las poblaciones seran discutidas mas
adelante.
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Tabla 13. Diversidad de la region control del ADNmit para las cuatro UM de nuestro
estudio, comparada con el resultado de todas las reconocidas en el Atlantico.

Diversidad Diversidad
haplotipica  Errorst nucleotidica  Error st
Q) (7)
Florida 3 0.562 0.0468 0.001 0.0012 Encalada et al. (1996)
RNVer 4 0.317 0.0483 0.001 0.0008 Este trabajo
CmCu 3 0.260 0.0393 0.001 0.0010 Este trabajo
Cayo Arcas 3 0.539 0.1146 0.004 0.0025 Este trabajo
Alacranes 4 0.708 0.0680 0.006 0.0035 Este trabajo
QR/Enc 7 0.816 0.0575 0.005 0.0032 Encalada et al. (1996)
. Encalada et al. (1996);

Costa Rica 5 0.163 0.0231 0.003 0.0020 Bjorndal et al. (2005)
AvSur 4 0.209 0.0789 0.003 00018  [ncaladaetal. (1996);

Naro-Maciel et al. (2007
TIRA 10 0.511 0.0441 0.001 0.0011 Bass et al. (2006)
Encalada et al. (1996);

AtlSur 18 0.259 0.0289 0.001 0.0007 Formia et al. (2005-2006)
. Encalada et al. (1996);
Chipre 2 0.077 0.0697 0.000 0.0000 Kaska et al. (2000
0.006
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Figura 9. Relacion entre los valores de diversidad genética (nucleotidica y haplotipica)
de todas las UM del Atlantico. En color rojo la representacion de las poblaciones analizadas en
este estudio, observandose que cayo Arcas y Alacranes comparten valores mas altos para ambos
pardmetros junto con la colonia de QR/Enc (Encalada et al., 1996).




7.5.2. Historia demogréfica.

Los parametros para evaluar el historial demografico para cada UM fueron
calculados a través de la distribucion “Mismatch” (Harpending, 1994), que representa la
distribucion de frecuencias del nimero de diferencias de nucledtidos entre todos los
pares de haplotipos de cada poblacion. Con base en teoria genética, poblaciones que se
encuentran en equilibrio demografico (poblaciones con una demografia estacionaria en
escala de tiempo evolutivo), exhibirian una distribucion multimodal, mientras que para
poblaciones en expansién demogréfica reciente la distribucién mismatch seria unimodal
o lisa (Schneider et al., 2000).

Para este analisis, y con el fin de dilucidar si las unidades muestreadas del golfo
de México se ajustaban al modelo de expansion poblacional subita (Rogers y
Harpending, 1992), se realizaron dos procedimientos: (1) aplicando el analisis a las 4
UM identificadas para evaluar el comportamiento para de conjuntos de poblaciones
dentro de conjuntos genéticamente homogeneos; y (2) tomando todas las colonias del
golfo de México como una poblacion conjunta. La prueba también se aplico al resto de
colonias que conforman el Caribe Occidental para comparar con lo encontrado para el
golfo de México y con lo que se tiene publicado para la especie.

En el primer caso, los parametros de la distribucion mismatch indicaron un
patrén unimodal Unicamente para la poblacion de RNVer (dentro del golfo de México)
y para Florida, en tanto que las otras 3 UM mexicanas demostraron una distribucion
bimodal, lo mismo que las poblaciones de QR/Enc y Costa Rica. Apegandonos a lo que
establece el modelo de Rogers y Harpending (1992), significaria que las poblaciones
ubicadas en el norte del Caribe Occidental, fueron objeto de una expansion demogréfica
reciente, mientras que las situadas en el sur, se encuentran estables o en equilibrio
(Figuras 10 a-h).

De acuerdo a Rogers y Harpending (1992), con el tipo de distribucion que se
ajuste al modelo de expansion poblacional subita, se puede ver si la poblacion ha
sufrido un crecimiento reciente: mientras mas hacia la izquierda esté la curva, significa
que la expansion ha sido mas reciente, ya que la curva se desplaza a la derecha a una
razon de 1/2u. Esto significa que las poblaciones del Caribe Occidental que se ajustan a
este modelo han sido objeto de una expansion poblacional reciente.

Sin embargo, identificamos algunas anomalias en los resultados. De acuerdo a

las caracteristicas peculiares de cayo Arcas y Alacranes al presentar mayor diversidad
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haplotipica y nucleotidica que el resto de las poblaciones, se esperaria que presentaran
valores altos de Tau (z, nimero de sustituciones nucleotidicas entre pares de
haplotipos). No obstante, se observaron valores elevados de z para la poblacion de
CmCu, en combinacion con intervalos de confianza del 95% muy altos (>> 2; Tabla
14a). Otra de las ambigliedades encontradas, fueron los valores bajos de Raggedness
(indicativos de distribuciones unimodales) en colonias donde se observé un patron de
distribucion bimodal, por ejemplo Alacranes y QR/Enc. Probablemente estas
inconsistencias fueron ocasionadas por un problema con el tamafio de muestra de las
colonias tomadas individualmente, por lo que finalmente se decidi6 aplicar este analisis

para las UM ya identificadas con el objetivo de obtener resultados mas robustos.

Tabla 14a-b. Valores de los parametros obtenidos con el analisis de distribuciones
Mismatch para las UM identificadas dentro del Gran Caribe Oriental (a) y para las colonias del
golfo de México unidas en una sola poblacion (b).

, Fu’'s
P-valor Fu's Fs P-valor

Poblacion  Raggedness = ¢ Tajima's D

a. UM dentro del golfo de México

Florida 0.234 0.048 079 46,882 0.29 0.7 029 0519
RNVer 0.229 0.378 0.39 23,234 -0.71 0.287 -1.28 0.228
CmCu 0.616 0.003 3.07 181,499 0.59 0.765 1.03 0.670
Cayo Arcas 0.176 0.267 0.68 40,438 -1.81 0.02 2.39 0.888
Alacranes 0.078 0.644 139 81,882 0.23 0.637 3.37 0.938
QR/Enc 0.071 0.895 0.63 37,304 -1.37 0.074 -0.56 0.393
Costa Rica 0.725 0.725 3 177,360 -0.35 0.428 3.55 0.906
b. Colonias del golfo de México como una sola poblacion
golfo de México 0.11 0.0003 0.84 49,601 -1.19 0.10 -0.51 0.46

El andlisis también fue aplicado al conjunto de colonias del golfo de México
para tener un panorama amplio del tipo de evento sucedido en toda la region. Se
observd una distribucion unimodal, ajustdndose al modelo de expansion poblacional
stbita. El valor de 7 para todo el golfo de México fue bajo (0.84), lo mismo que el valor
de Raggedness coincidente con el tipo de distribucién encontrada (Tabla 14b).

Tomando en cuenta una tasa de mutacion () para la region control de 0.01715
sustituciones/sitio/millones de afios (Encalada et al., 1996; Formia et al., 2005) se
calculo, considerando el tamafio de las secuencias analizadas (k= 483 pb) y los valores
de r para cada Unidad demografica, el tiempo transcurrido desde que se dieron las

expansiones que el modelo supone. La poblacion de CmCu es la que obtuvo una
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estimacién mayor para el tiempo desde su expansion con 181,499 afios, por el contrario
a la poblacion de RNVer que habria sufrido una expansion mas reciente, hace unos
23,234 afios. A nivel global, el calculo del tiempo de expansion para toda la region del

golfo de México fue de 49,601 afios.
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Figura 10 a-h. Distribuciones Mismatch para las UM dentro del Caribe Occidental
(desde Florida hasta Costa Rica) y para el golfo de México como una sola unidad (10,000
permutaciones), mostrando las frecuencias de las diferencias nucleotidicas entre los haplotipos
reportados para cada poblacion. La linea azul representa la distribucion observada, y la linea
roja la distribucion seglin el modelo de expansion subita (Rogers y Harpending, 1992).
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En conjunto con este andlisis, se realizd una prueba de neutralidad, y a pesar de
que los valores de Fu dieron negativos (indicativo de no neutralidad) para algunas de las
UM vy para el golfo de México uniendo todas las colonias en una sola poblacién, no se

observad significancia estadistica (P > 0.05).

7.5.3. Modelo de aislamiento por distancia.

Entre los procedimientos aplicados para conocer qué modelos evolutivos dieron
origen a la estructura de las poblaciones de tortuga verde en el golfo de México, y
partiendo de la hipétesis que la composicién actual de las colonias obedece a un modelo
de aislamiento por distancia, se realizé una prueba de Mantel abarcando las colonias de
la region del Caribe Occidental, desde Florida hasta Costa Rica. La prueba consiste en
una correlacion lineal simple entre dos 0 més matrices de distancias. En este caso se
evalud la relacion entre las distancias geogréficas (en km y tomando en cuenta la
curvatura de la Tierra) y las distancias genéticas (matriz de Fsr convencional) entre las
poblaciones, aplicando un andlisis de regresion lineal entre ambas matrices. La
significancia estadistica de esta relaciéon fue estimada usando permutaciones (10,000).
La distancia de separacion maxima entre las colonias fue de 2,500 km, y como la prueba
de distribuciones mismatch, este analisis tambien fue aplicado bajo dos modalidades: la
primera es tomando las poblaciones separadas (un total de 10, agrupando Farallon con
Lechuguillas), y la segunda como resultaron después de la identificacion de las unidades
demograficas (7 poblaciones)

Para el primer caso, el resultado arrojé diferencias no significativas a «=0.05
(P=0.124), y la linea de correlacion apenas explica el 6% de los datos (Figura 11a). Esto
significa que no hay una relacién entre la distancia geografica con el grado de
diferenciacion genética entre las poblaciones. Por ejemplo, hay poblaciones (en circulo
negro, las combinaciones de Sh-Che, IC-IA y cayo Arcas, con Veracruz) cuya
separacion geogréafica esta entre 518-626 km y presentan un alto grado de diferenciacién
genética, mientras que hay otras (circulo rojo, Florida con Rancho Nuevo, e IC-1A 'y Sb-
Che con Costa Rica) muy distantes geograficamente pero con menor valor de Fsr.

Cuando agrupamos las poblaciones en Unidades de manejo (Figura 11b), se
observo el mismo patron. La prueba estadistica dio no significativo (P=0.2), y la linea
de correlacion explica el 7% de los datos. Esto sugiere que el patron de diferenciacion

entre las poblaciones de C. mydas para el area del Caribe Occidental, no se ajusta a un
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modelo simple de aislamiento por distancia. No

distribucion geografica no lineal.
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Fig 11a-b. Diferenciacion genética entre las poblaciones de C. mydas por un modelo de
aislamiento por distancia, abarcando las colonias desde Florida hasta Costa Rica. (a) Tomando
todas las poblaciones del Caribe Oriental separadas (Florida, Rancho Nuevo, Veracruz, IC-I1A,
Sb-Che, cayo Arcas, El Cuyo, Alacranes, QR/Enc y Costa Rica), el valor de probabilidad
estadistica fue no significativo (P=0.124); (b) considerando las UM identificadas en la misma
region, agrupando Rancho Nuevo con Veracruz y las colonias continentales de Campeche y

Yucatén, el valor de probabilidad fue no significativo (P=

0.2).
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7.6. Contribucién de las UM a los sitios de agregacion marina regionales.

7.6.1. Analisis de Stocks Mezclados.

Para conocer la contribucién de las colonias de tortuga verde analizadas en este
trabajo a sitios de alimentacion en habitats marinos del Atlantico, se aplico el analisis de
stocks mezclados para ocho sitios de alimentacion evaluados previamente [Carolina del
Norte (Bass et al., 2006); Florida (Bass y Witzell, 2000); Bahamas (Lahanas et al.,
1998); Barbados (Luke et al., 2004); Nicaragua (Bass et al., 1998); A. Rocas (Bjorndal
et al., 2006); Almofala y Ubatuba (Naro-Maciel et al., 2007). Los primeros cinco se
ubican dentro del Gran Caribe, y los restantes en frente de Brasil. En este analisis fue
usada la nueva informacion de composicion haplotipica para las UM identificadas en
este estudio para derivar la mejor estimacién posible de los niveles reales en que éstas
contribuyen a los diferentes sitios. Con esto también se pretende comparar los
resultados con la nueva informacion a las estimaciones que se han publicado y que
probablemente subestiman la contribucidn de poblaciones mexicanas. Se realizd usando
diferentes métodos para lograr una comparacién amplia del aporte de las poblaciones
del golfo de México. Como referencia se muestran los valores publicados en los
estudios originales (Tabla 15), pero la comparacion seria complicada porque
anteriormente no se conocian los perfiles haplotipicos de colonias mexicanas del golfo
de Meéxico, sino solamente datos de dos colonias de Quintana Roo, en el Caribe
mexicano. Ademas, desde que se hicieron esos estudios a la fecha, nuevas
investigaciones han aportado valores de composicion haplotipica para colonias
adicionales. Para contar con un panorama comparativo mas realista, las contribuciones
fueron estimadas bajo tres modalidades de analisis de stocks mezclados en el paquete de
software “Mixstock” (Bolker et al., 2007): (1) el protocolo tradicional de méaxima
verosimilitud (opcion UML) y bajo el protocolo de “Many-to-many” en dos
modalidades (2) sin considerar los tamafios de las poblaciones (en términos de
hembras/afio) y (3) con los datos de tamarios.

En los resultados del analisis de la contribucion de cada colonia de anidacion a
los distintos sitios de agregacién en la cuenca Atlantica y aplicando el método UML, se
notaron aportaciones de las colonias del golfo de México a varios sitios de alimentacion
(Figuras 12 a-h). La contribucion mas significativa es de la UM de CmCu al sitio de
agregacion marina de Florida (25%), seguido de RNVer en la de Barbados (12%). El
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resto de las aportaciones de las UM del golfo de México son minimas o nulas a los
sitios localizados en el Atlantico Sur Central.

Al realizar este mismo analisis pero utilizando el método “Many-to-many” para
dar una perspectiva de la contribucion de las fuentes a cada sitio (enfoque conocido
como *“foraging-ground centric” en el programa; Bolker et al., 2007) y sin considerar
los tamafios poblacionales, se nota que aumentan considerablemente las contribuciones
de las colonias del golfo mexicano a los distintos sitios de alimentacion. La minima fue
de un 1% de cada UM al sitio de Ubatuba, y la maxima de un 33% de cayo Arcas al
sitio ubicado en las costas de Nicaragua. Debido a errores generados durante el
remuestro en los célculos de las contribuciones a través del método UML, no se
pudieron obtener los valores de los intervalos de confianza para ningin sitio de
alimentacion, excepto para Carolina del Norte (Figura 12a), mostrandose para fines
ilustrativos demostrando que los intervalos de confianza disminuyen considerablemente
en el andlisis con el método Many-to-many. Cuando incorporamos a este analisis los
tamanos de las poblaciones (Tabla 16), se observa una disminucion en el aporte de las
colonias del golfo de México a los sitios ubicados dentro del Gran Caribe, compensado
con el aumento de la contribucion por parte de Costa Rica, por mucho la colonia de C.
mydas mas grande en la cuenca Atlantica que es 12 veces mayor que la mas grande que
anida en el golfo de México (la UM de RNVer). Se debe tomar especial atencién al
hecho que las dos colonias insulares del golfo de México, y también las méas pequefias y
con el nimero de muestra menor de todas las UM identificadas, que aparecian con
contribuciones sustanciales o de las més altas, expresan una contribucién minima o nula
(en el caso de cayo Arcas) cuando se consideran los tamafios poblacionales. No
sorprende que al tomar en cuenta lo pequefio de las poblaciones se mitigue la
contribucion estimada, sin embargo se toma nota de que la composicién de estas
colonias es reflejada en algunos de los sitios de alimentacién y podria ser que el
programa sobre-compense bajo esta modalidad. Por ejemplo, por parte de la colonia de
Alacranes se observa un aporte hacia el sitio de Carolina del Norte, esto por la evidencia
del haplotipo CM-A27 del que ahora se sabe se encuentra en esa colonia mexicana. En
la region del Atlantico Sur se muestra el mismo patron de contribucion con los dos
métodos, notandose el mayor aporte por parte de las colonias de Brasil, Isla Ascension y
Africa hacia los sitios ubicados en Brasil. Al hecho de que a través del método Many-
to-many sin considerar y considerando los tamarios de las poblaciones, se observe una

contribucién, aunque minima, por parte de colonias mexicanas y en general de
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poblaciones geograficamente muy distantes, hacia los sitios de agregacion del Brasil, es
atribuido a que en ellos se presentan los haplotipos CM-A3 y CM-A5 presentes de igual
manera en las poblaciones del golfo de México y Gran Caribe, y el programa no
considera la distancia entre los sitios y las colonias, por ello, con base a las frecuencias
haplotipicas, arroja una aparente contribucion.

Una nueva perspectiva disponible a partir del método Many-to-many, es que
también se puede realizar una estimacion de la manera en que cada colonia se distribuye
entre los sitio de alimentacion estudiados (Figuras 13 a-k). O sea una evaluacion desde
“la perspectiva de cada colonia” (“rookery-centric”). Sin considerar los tamarios
poblacionales, se observd que, en general, los individuos de las UM del golfo de
México se alimentan, en un mayor porcentaje, en los sitios ubicados dentro del Gran
Caribe y en menor medida en los del Atlantico Sur, notdndose también que el programa
estima que alrededor del 10% de las poblaciones, en cada caso, se dirigen a sitios fuera
del universo de sitios analizados. Al incorporar los tamafios de las colonias en las
evaluaciones, se observa un comportamiento similar, con minimas diferencias en la
mayoria de los casos. Con respecto a cayo Arcas, la contribucion a Nicaragua
disminuye considerablemente cuando se integra el tamafio de la poblacién. De los
individuos de las colonias del Gran Caribe, los que presentan un mayor aporte a sitios
de alimentacion desconocidos, son los de las unidades de RNVer y de QR/Enc cuando
no se toma en cuenta el tamafio de las mismas. La colonia de Chipre, por tener en su
composicion haplotipos que no se encuentran en ninguna otra colonia o sitio de
alimentacidn, contribuye casi en su totalidad a sitios de agregacion desconocidos.

En general, los resultados a traves de los diferentes métodos indicaron, al
incorporar los datos de composicion genética de las UM del golfo de México que
anteriormente se desconocian y en relacion a los trabajos ya publicados de los sitios de
alimentacion (Bass et al., 1998; Bass et al., 2006; Bass y Witzell, 2000; Lahanas et al.,
1998; Luke et al., 2004; Naro-Maciel et al., 2007), se observo una contribucién global
de 10 a 64% (a través del método Many-to-many sin considerar los tamafios de las
poblaciones y tomando todas las colonias del golfo de México como una sola poblacion
para fines comparativos) y una de 3 a 29% tomando a consideracion los tamafios
poblacionales (Tabla 16). Se notdé una generalizada disminucion en el aporte de las
colonias ubicadas dentro del Gran Caribe a los sitios de alimentacion dentro de la
misma region, al incorporar los datos de composicion haplotipica de las colonias del
golfo de México en relacién a lo publicado. Sin embargo, cuando se incluye el tamafio
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poblacional, la contribucion sigue siendo considerable pero disminuye, aumentando la
de colonias grandes, p. ej. Costa Rica. Los resultados no s6lo permiten dar seguimiento
a un mayor numero de UM, sino que también representan un incremento significativo
en las estimaciones de la contribucion de poblaciones mexicanas a los sitios de
agregacion marina en el Atlantico. Anteriormente se estimaban contribuciones de
“Mexico”, cuando en realidad la caracterizacion era de la colonia de Quintana Roo
(Encalada et al., 1996) que contribuia entre 0.5 y 18%.

En los estudios realizados por otros autores sobre las mezclas de stocks en sitios
de alimentacion en el Atlantico, se han planteado tres hipdtesis para explicar los
fendmenos que mayormente definen los niveles de contribucion de las distintas
colonias: (1) el tamarfio de las fuentes (Bass et al., 1998; Lahanas et al., 1998); (2) la
distancia entre las fuentes y los sitios de alimentacion (Bass y Witzell, 2000); y (3)
patrones de las corrientes marinas (Luke et al., 2004). Estas hipotesis se tratardn mas
adelante en la seccion de Discusion.

Tabla 15. Tamafrios de las poblaciones de tortuga verde (hembras/afio) de acuerdo a las

UM identificadas en este estudio.

Unidad Tamafio poblacional .
Referencia

de Manejo (hembras/ario)

Bellini y Sanchez, 1996; Bellini et al., 1996; Broderick

Florida 9 et al., 2002; Formia, 2002; Seminoff, 2002.
RNVer 711 CONANP, datos no publicados
CmCu 1,410 CONANP, datos no publicados
Cayo Arcas 100 CONANP, datos no publicados
Alacranes 333 CONANP, datos no publicados
Bellini y Sanchez, 1996; Bellini et al., 1996; Broderick
QR/Enc 1,587 et al., 2002; Formia, 2002; Seminoff, 2002.
. Bellini y Sanchez, 1996; Bellini et al., 1996; Broderick
Costa Rica 26,535 etal., 2002; Formia, 2002; Seminoff, 2002.
Bellini y Sanchez, 1996; Bellini et al., 1996; Broderick
Avsu 2,081 et al., 2002; Formia, 2002; Seminoff, 2002.
Bellini y Sanchez, 1996; Bellini et al., 1996; Broderick
TIRA 3,115 et al., 2002; Formia, 2002; Seminoff, 2002.
Bellini y Sanchez, 1996; Bellini et al., 1996; Broderick
AdSur 6,729 et al., 2002; Formia, 2002; Seminoff, 2002.
Chipre 100 Bellini y Sanchez, 1996; Bellini et al., 1996; Broderick

et al., 2002; Formia, 2002; Seminoff, 2002.




Tabla 16. Niveles de contribucion de las diferentes UM de tortuga verde en el golfo de México, resto del Atlantico y Mediterraneo identificadas en
este estudio a los diferentes sitios de alimentacion ubicados a lo largo del Atlantico, comparando entre los datos ya publicados (I-V1) y los resultados actuales
a través del método Many-to-many sin considerar las abundancias (hembras/afio; M2M 1) y considerandolas (M2M 2). Donde I: Bass et al., 2006; 11: Bass y
Witzell, 2000; 111: Lahanas et al., 1998; 1V: Luke et al., 2004; V: Bass et al., 1998; VI: Bjorndal et al., 2006, Naro-Maciel et al., 2007.

na = no aplico.

Sitio de alimentacion

Carolina del Norte Florida Bahamas Barbados Nicaragua Brasil
I M2M  M2M T M2M  M2M i M2M  M2M v M2M  M2M v M2M  M2M VI M2M  M2M
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
Estados Unidos 63 18 17 42 21 8 5 5 1 19 8 3 na 4 1 0.1 0.1 0.1
QR/Enc 18 18 25 8 10 3 2 10 9 11 na 3 1 0.5 0.4 0.3
Golfo de Mx. na 49 29 na 56 23 na 34 3 na 32 11 na 64 3 na 10 4
-% Costa Rica 7 3 18 53 7 52 79 46 89 19 6 30 91 19 92 8 4 7
% AvSu 5 3 3 4 3 14 7 2 23 18 14 9 6 1 25 19 14
© TIRA 0 4 4 1 1 0 2 2 1.1 17 11 na 1 1 5 24 17
AtlSur 7 3 5 1 14 7 19 na 1 1 62 36 54
Cyp 0 1 1 na 2 0.5 0 1 0.1 0 2 0.5 na 2 0 0.1 2 0.4

Total 100 100 100 100 100 100 99 100 100 85 100 100 100 100 100 100 96 97




Contribuciér

Contribucior

1.0

Carolina del Norte

0.9 1
0.8

0.7 1

0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0.0

——UML
——M2M sTam

—&— M2M cTam

1

% ETAL

LblTae diaw

Fl RNVer CmCu CAR Alac QR/Enc CR AvSu  TIRA  AtlSur

Cyp

Bahamas

,,L_EE_I74L4F4. ;i ]

——UML
—0—M2M sTam
—&—M2M cTam

TP
AvSu  TIRA  AtlSur Cyp

Fl RNVer CmCu CAR Alac  QR/Enc  CR

Fuente

Florida

1.0

09 —{—M2M s Tam

08 ——UML

07 - r —&— M2M c Tam

0.6 -

05 - "

0.4 -

0.3 -

0.2 - -

HRER? S

00 e A T IET T
FI RNVer CmCu CAR Alac QR/Enc CR AvSu  TIRA AtlSur Cyp

Barbados

1.0

0.9 - ——UML

0.8 - ——M2M sTam

0.7 - —8—M2M cTam

0.6 -

0.5 -

0.4 -

0.3 -

02 % %

TR SRR PRLE ;

0.0 - SN . j—l
FI RNVer CmCu CAR Alac  QR/Enc  CR AvSu  TIRA  AtlSur Cyp

Fuente



Contribucior

Contribucior

Nicaragua

1.0
0.9 -
0.8 -
0.7
0.6
0.5 -
0.4
0.3
0.2

RNVer CmCu CAR Alac  QR/Enc  CR AvSu  TIRA  AtlSur Cyp

{ ——UML
—0—M2M sTam
—&— M2M cTam

Ubatuba

1.0
0.9 -
0.8 -
0.7 -
0.6 -
0.5 o
0.4 -
0.3 - o

S L Ll

0.1
0.0 -

RNVer CmCu CAR Alac  QR/Enc AvSu  TIRA  AtlSur Cyp
Fuente

——UML
——M2M sTam
—&—M2M cTam

Figura 12 a-h. Resultados del Andlisis de Stocks Mezclados usando los

Almofala

Lxioabe by diba 5"

RNVer

CmCu

CAR

Alac

A. Rocas

¥

—=—UML
—0—M2M sTam
—&— M2M cTam

} a8

QR/Enc

CR

AvSu

TIRA  AtlSur  Cyp

1.0
0.9 -
0.8 -
0.7 -
0.6 -
0.5~
0.4 -

0.2 -
0.1-

0.0

FI

RERINN

RNVer

CmCu

CAR

——UML
—{0—M2M sTam
—&— M2M cTam

0

Alac

LI

QR/Enc

Fuente

CR

AvSu

L 8

TIRA  AtlSur Cyp

métodos UML (triangulos grises) y Many-to-many, este Ultimo bajo dos modalidades: (1) sin considerar las abundancias (cuadros blancos) y (2)
considerandolas (cuadros negros) midiendo la contribucion de todas UM identificadas a cada sitio de alimentacion del Atlantico (enfoque “foranging-ground

centric”). Las barras representan los intervalos de confianza del 95%.
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Figura 13 a-k. Resultados del Analisis de Stocks Mezclados usando el método Many-
to-many bajo dos modalidades: (1) sin considerar las abundancias (cuadros blancos) y (2)
considerandolas (cuadros negros) midiendo cuanto contribuye cada UM a todos los sitios de
alimentacion del Atlantico contemplando los desconocidos (Unk; enfoque “rookery centric”).
Las barras representan los intervalos de confianza del 95%. Donde: FI (Florida); CN (Carolina
del Norte); BB (Barbados); Bh (Bahamas); Nic (Nicaragua); AF (Almofala); UB (Ubatuba); RA
(Atolén Rocas); Unk (desconocidos).
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8. DISCUSION.

8.1. Caracterizacion genética de las poblaciones.

A pesar de que los desarrollos tecnoldgicos han posibilitado el estudio y secuenciacién
del genoma del ADN mitocondrial, molécula circular de ~16 kilobases (kb) de manera
rutinaria, un segmento especifico del ADNmt, la region no codificadora o region
control (RC; ~1 kb) continda siendo ampliamente usada debido a su elevada tasa de
mutacion que ofrece amplia capacidad para distinguir entre poblaciones de una misma
especie. Secuencias especificas dentro de la region control (RC) evolucionan mas
rdpidamente y han sido de especial utilidad para identificar diferencias entre secuencias
estrechamente relacionadas, brindando una alta resolucion de estructura poblacional
reciente (Stoneking et al.,, 1991). De los tres segmentos identificados como
hipervariables en la RC de mamiferos (HVSI, HVSII y HVSIII), dos de ellos, el HVSII
(abarca las posiciones 73-340) y el HVSIII (posiciones 438-574), son incluidos en el
segmento analizado en este estudio y se demuestra que para tortugas marinas también
contienen polimorfismos que anteriormente se desconocian para la especie.

El uso de secuencias del ADN mitocondrial como marcador molecular para el
analisis de genealogia de genes, ha proporcionado una gran resolucion a nivel
intraespecifico, a diferencia de los primeros ensayos realizados con aloenzimas que
demostraron dar poca variabilidad (Zink et al., 1991; Avise, 2000) o de los que fueron
basados en RFLPs (Bowen et al., 1992). Estos métodos aplicando marcadores
mitocondriales forjan un puente empirico y conceptual entre los dominios de la
macroevolucién (filogenética tradicional) y la microevolucién (ecologia y genética de
poblaciones; Avise, 2004).

Las proporcion de sustituciones nucleotidicas obtenida en la red de haplotipos,
corresponde a lo reportado para la especie (Lahanas et al., 1994), encontrando niveles
altos de A y T, y bajos niveles de G y C, lo cual coincide con lo reportado para
secuencias de la region control de otras especies de vertebrados en las que se ha
observado deficiencias de G y C (Saccone, et al., 1987; Brown, et al., 1993; Wenink, et
al., 1994; Sang, et al., 1994; Arnason, et al., 1993; Stewart, et al., 1994). La tasa de
transiciones/transversiones 10:1 reportada para C. mydas (Lahanas, et al., 1994)
concuerda con la encontrada en este estudio. Aungue la tasa del tipo de mutaciones

varia entre los distintos vertebrados, en general las transiciones son mucho mas
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comunes que las transversiones. Esta misma proporcion de 10:1 se observa en las tres
especies de manaties distribuidas a lo largo de la region tropical y subtropical de
América y la costa oeste de Africa (Vianna et al., 2006).

En este estudio, el andlisis de la longitud total de las secuencias obtenidas
identifico apenas un nuevo sitio polimoérfico que permitid subdividir los haplotipos CM-
Al y CM-A18 en dos cada uno (seccion Resultados). Sin embargo, la utilidad de esta
variacion aun no puede ser aplicada toda vez que el resto de los estudios genéticos
disponibles usan un segmento (interno al que nosotros evaluamos) mucho mas corto
(aprox 483 pb) y, por lo tanto, para los fines de esta discusion, los datos se cifien a este
marco de lectura. Sin embargo, se espera que en el futuro, conforme se difunda el uso
de nuestros oligos se puedan derivar analisis regionales con el segmento completo de la
RC. Para facilitar la discusion de aqui en adelante (a menos de que la discusion lo
requiera) se haré referencia solamente al “Al1” y al “A18”.

En el presente trabajo no se encontraron los haplotipos CM-A15, CM-A16 y
CM-A17 reportados por Encalada et al. (1996) para México, y que solamente han sido
encontrados adicionalmente en sitios de alimentacion de Carolina del Norte (Bass et al.,
2006), Almofala (Naro-Maciel et al., 2007) y Barbados (Luke et al., 2004). Se han
sugerido como endémicos de las poblaciones de tortuga verde mexicanas, pero a partir
del presente estudio se concluiria que se concentran exclusivamente en colonias de
Quintana Roo.

Los dos haplotipos mas representados de C. mydas tanto en colonias de
anidacion como en agregaciones en sitios de alimentacion de la region del Gran Caribe
(CM-Aly A3; Encalada et al., 1996), también fueron los mas frecuentes en las colonias
del golfo de México. Es interesante que en esta region aparecen con una distribucién
clinal de occidente a oriente. Este resultado es muy similar al patrén clinal del par de
haplotipos CM-A3 vs —A5 reportado por Bjorndal et al. (2005) para las poblaciones
evaluadas hasta ese momento para la region del Gran Caribe cuya proporcion cambia en
la direccidn oriente (predominancia de A3) —occidente (predominancia de A5).

Por otra parte, la presencia del haplotipo CM-A5 que ha sido reportado en altas
frecuencias en colonias de la region occidental del Gran Caribe (Costa Rica, Bjorndal et
al., 2005; y Aves y Surinam, Encalada et al., 1996), en un solo individuo en el estudio
realizado en las colonias de Quintana Roo (Encalada et al., 1996) y con una presencia
relativamente mayor dentro del golfo de México, pero especifica y exclusivamente en

cayo Arcas y en arrecife Alacranes (0.07 y 0.13, resp.) podria reflejar algun nivel de
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flujo génico incipiente. Las implicaciones e interpretaciones de posibles patrones de
flujo génico a nivel regional son discutidas mas adelante.

La presencia del haplotipo nuevo CM-A58 solamente en una colonia del golfo
de México, sugiere que se trate de una mutacion reciente y, dado que no ha sido
reportado en ningun otro estudio de la region a pesar de contener su sitio divergente
dentro del marco de lectura tradicional (483 pb), podria ser indicativo que esta mutacion
ocurrio localmente. Ademas, el cambio mutacional (de Timina a Citocina) entre este
haplotipo y el mas cercano (CM-A15) confirma la proporcion 10:1 de transiciones sobre
transversiones para la region no codificadora del ADNmit.

Es dificil explicar la presencia de dos haplotipos raros (poco comunes y en baja
frecuencia) exclusivamente en las colonias de cayo Arcas (haplotipo CM-A47) y
Alacranes (haplotipo CM-A27). Sin embargo, un acercamiento a los procesos
implicados se puede lograr al considerar de manera simultanea los valores de ambos
parametros de diversidad genética (h y z) para estas poblaciones dentro del contexto del
resto de las colonias del Atlantico y Mediterraneo (Tabla 12, seccion Resultados). Parte
de la razon de que estas colonias insulares hayan tenido valores elevados de diversidad
genética, unicamente comparados con los obtenidos para Quintana Roo, es debido a la
presencia de haplotipos que se ubican en mas de un linaje (discutido mas adelante).
Allard et al. (1994), explican que cuando poblaciones pequefias presentan niveles de
diversidad haplotipica relativamente altos, la explicacion méas sencilla es considerarlas
como sumideros; esto es que se desarrollan a partir de la contribucion de otras colonias,
como lo considerd para la poblacion de Florida. Este fenédmeno también lo menciona
Avise (2000) como base para valores simultaneamente altos de diversidad haplotipica y
nucleotidica y se considera aplicable a los resultados de las colonias de cayo Arcas y
Alacranes. En ambos casos, la ubicacidn geografica de las colonias (Unicas insulares en
el golfo de México) las expone a factores oceanograficos como el sistema de corrientes
marinas. De ser comprobado este fenémeno en dichas colonias, explicaria la presencia
de haplotipos singulares como consecuencia de que funcionan como sumideros.

Diversos estudios han demostrado que poblaciones insulares presentan
caracteristicas especiales y que propician un alto grado de endemismo haplotipico. El
trabajo de Encalada et al. (1996) para Quintana Roo podria ser representativo de este
fendmeno, ya que manifiesta 3 haplotipos endémicos, formando la poblacién con mayor
nivel de diversidad haplotipica (h=0.816) registrada para C. mydas. Sin embargo, a

pesar de que una de las dos colonias analizadas fue de la isla de Cozumel al no
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distinguir los valores individuales de las dos colonias muestreadas (la segunda fue de
una playa continental, en Xcacel) es dificil lograr conclusiones definitivas. Entre los
resultados para las colonias analizadas en las costas de Africa por Formia et al. (2006),
también se encontré que colonias con tamafios poblacionales pequefios manifestaron el
mayor grado de endemismo y valores mas altos de diversidad nucleotidica. Por ejemplo,
Sao Tome y Principe, islas ubicadas en la costa occidental, presentaron valores de 7 de
0.003 y 0.001, respectivamente. Otra isla analizada en este mismo trabajo, pero en el
Océano Indico, fue Comoros que en una n=10 present6 3 haplotipos, todos endémicos,
obteniendo y de los valores mas altos de h (0.733) y 7 (0.0261) para la especie.

Otra colonia insular con alto endemismo haplotipico, pero que manifiesta un
comportamiento distinto a los descritos anteriormente, es Isla Ascension, situada en
medio del Atlantico Sur y expuesta a la Corriente Ecuatorial, la mas intensa de la
region. En su estudio, Formia et al. (2007) encontraron 13 haplotipos en un total de 245
muestras, 5 de ellos endémicos, y una diversidad haplotipica comparativamente baja
(h=0.307), aunque coincidente con la reportada por Encalada et al. (1996) en su analisis
de 20 muestras de esta misma colonia. El tamafio de muestra del estudio actual aumentd
considerablemente, pero el haplotipo CM-A8 retuvo una frecuencia mayoritaria (83%)
siendo el mejor representado en las colonias del Atlantico Sur, y en menores porcentajes
los 12 haplotipos restantes. Por lo tanto, mientras mas aumente el nimero de muestra,
aumenta la probabilidad de obtener los haplotipos endémicos, sin que se afecte la
predominancia del haplotipo CM-A8. Esto ocasiona que la diversidad haplotipica
disminuya, pero la nucleotidica aumente por las nuevas diferencias interhaplotipicas
encontradas.

Sin embargo, la incidencia de endemismos también ha estado asociada con
tamafios de muestra. Otra colonia para la cual se ha incrementado el nimero de
muestras es la de Tortuguero, en Costa Rica (Bjorndal et al., 2005). Al incrementar
considerablemente y para diferentes afios, se encontré un incremento en el nimero de
haplotipos endémicos. No obstante, tanto la diversidad haplotipica como la nucleotidica
permanecieron bajas y el haplotipo predominante, ampliamente distribuido en las
colonias del Gran Caribe (CM-A3) persistio con un porcentaje mayoritario. Aungue la
diferenciacion genética entre Tortuguero y las demas colonias se mantuvo (o
incremento para algunas comparaciones), el incremento muestreal revel6 haplotipos de
linajes y origenes distantes, lo que provoca una reduccion del grado de estructuracion

por zonas geograficas para los linajes (Bjorndal et al., 2005).
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No obstante lo anterior, y a pesar de que los valores de diversidad genética de las
poblaciones del golfo de México estan dentro de la gama de valores observados para la
misma especie en colonias del Atlantico y Mediterraneo, con indices mas altos en las
colonias insulares y bajos en las poblaciones de playas continentales, son
proporcionalmente bajos en relacion a las poblaciones de tortuga verde en la region de
Australasia (Dethmers et al., 2007) cuyo valor de 7 fue particularmente alto (0.040), en
tanto que el valor de h resulté comparable al obtenido por Encalada et al. (1996) para
Quintana Roo. En comparacion a otras especies de tortugas marinas, en un estudio
realizado para Caretta caretta, Eretmochelys imbricata y C. mydas (Reece et al., 2005),
se encontraron niveles altos de diversidad genética, tanto haplotipica (h=0.830) como
nucleotidica (#=0.01) para la tortuga verde comparado con registrados en otros estudios
incluyendo el presente, pero no comparado con las otras dos especies. Esto porque las
muestras analizadas correspondian a una compilacion de las colonias del Atlantico y
Mediterraneo, pero los valores reportados para cada colonia independiente,
corresponden a los registrados para las mismas colonias en este estudio. Se observaron
niveles altos de diversidad haplotipica para las poblaciones de México y Brasil, y bajos
para Guinea Bissau, Chipre y Costa Rica. Por otra parte, también se detectaron
haplotipos endemicos para C. mydas en las poblaciones individuales, y los parametros
de diversidad genética fueron mas similares a los de la tortuga carey que a los de

caguama.

8.2. Modelo de sustitucion nucleotidica aplicado al conjunto de secuencias
obtenidas.

Con la finalidad de tener un mayor entendimiento de las relaciones de los haplotipos
entre si, el analisis de las secuencias se reforzd con la busqueda del mejor modelo
evolutivo a través del programa MODELTEST empleado por otros autores para los
mismos fines en sus regiones estudiadas. Para las poblaciones de tortuga verde en la
region de Australasia (Dethmers et al., 2007), aplicando el criterio de hLRT, el modelo
empleado fue el TrN+G+1 (Tamura-Nei tomando en cuenta la correccion Gamma y los
sitios invariables). Sin embargo, ese mismo modelo fue elegido como el mejor modelo
evolutivo para el analisis de secuencias de las poblaciones de las tortugas gigantes de las
Galapagos en las colonias Sierra negra y Cerro azul, pero aplicando el criterio de AIC
(Ciofi et al., 2006).
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Para el andlisis de diferenciacion genética interpoblacional, no siempre se
encuentra el mismo modelo de sustitucién dentro de los que ofrece el programa a
utilizar. En su estudio de las poblaciones de 3 especies de manaties a lo largo de las
costas del Atlantico Americano y Africa (Vianna et al., 2007), encontraron que el mejor
modelo evolutivo basado en el criterio de AIC fue HKY85 (Hasegawa, Kishino y Yano,
1985), considerando una frecuencia distinta de las bases, y de la tasa
transiciones/transversiones), pero debido a las limitantes del software donde realizarian
los analisis de diferenciacion, concluyen que el modelo de Tamura-Nei fue el indicado,
ya que se desarrolla bajo los mismos supuestos que el elegido en el MODELTEST.

8.3. Diferenciacion temporal y geogréfica dentro y entre poblaciones.

Las evaluaciones de diferenciacion temporal entre dos afios seguidos arrojaron
resultados variados para las pocas poblaciones donde se pudo analizar. Hubo una sola
poblacion (Isla Aguada) donde se detectaron diferencias significativas entre 2005 y
2006, pero se determind agrupar los datos de las dos temporadas para el resto de los
analisis toda vez que existen datos complementarios, por lo que seria improbable una
estructuracion temporal. En trabajos anteriores con tortuga verde, 0 no se ha detectado
diferenciacion interanual (Bjorndal et al., 2005), o la que se encontrd fue causada por
problemas de tamafio de muestreo (Formia et al., 2007). En la tortuga carey perfiles
haplotipicos variables a lo largo de varios afios (Velez-Zuazo et al., 2008) resulto ser
debido a errores de lecturas (LeRoux et al., en prep). No obstante, se considera que los
resultados no son conclusivos y se sugiere ahondar esta tematica en futuros proyectos.
Un rasgo de importancia que podria ser relevante para estos analisis esta relacionado
con la abundancia del haplotipos CM-A18, toda vez que no sélo aparentd un aumento
relativo en I. Aguada entre el 2005 y el 2006, sino también que, a diferencia del 2005,
estuvo presente en la playa de Coyotes en el 2006. Aunado a esto, se nota que la
frecuencia del haplotipos CM-A18 es maxima en la zona central de Campeche, y
disminuye hacia el sur y hacia el este en Veracruz. De confirmarse variaciones
temporales y, adicionalmente, en combinacion particularmente con fluctuaciones en la
proporcion del haplotipos CM-A18.1 pudieran estar asociados dos procesos
simultdneamente: una diferenciacion entre cohortes que anidan en diferentes afios y un

proceso de introgresion de este haplotipos de Campeche hacia Veracruz.
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Para el andlisis de estructura poblacional para las distintas especies de tortugas
marinas, se han aplicado diferentes modelos para evaluar diferenciacion genética. En su
estudio de las poblaciones de tortuga verde en regiones del Atlantico y Mediterraneo,
Encalada et al. (1996) utilizan la prueba de independencia de chi-cuadrada (Sokal y
Rohlf, 1981) a través del método Monte Carlo (Roff y Bentzen, 1989) para evaluar
diferencias en las frecuencias haplotipicas entre pares de poblaciones. Ese mismo
procedimiento fue utilizado para comparar las diferencias entre frecuencias de los
haplotipos de las colonias de anidacion y los sitios de alimentacion de Brasil (Bjorndal
et al., 2006). La Prueba exacta de diferenciacion ha sido utilizada para identificar
unidades poblacionales entre las colonias de tortuga verde de Australasia por Dethmers
et al. (2006) y por Naro-Maciel et al. (2006) para comparar entre tres distintos sitios de
alimentacion de C. mydas en Brasil. Sin embargo, otros autores usan en su lugar o
adicionalmente modelos de distancias genéticas para evaluar diferencias entre sus
poblaciones (Bjorndal et al., 2005; Formia et al., 2007).

No obstante, en los ultimos afios, las pruebas de diferenciacion genética entre
poblaciones son cada vez mas sustentadas con la comparacién entre los resultados
arrojados a través de las diferencias medidas con base a las frecuencias haplotipicas
solamente (e.g. Fsr convencional), y las obtenidas mediante un método de distancias
genéticas seleccionado previamente de acuerdo a las secuencias analizadas (e.g. @sr).
En teoria, el uso de algoritmos basados en modelos de distancia genética es
recomendable cuando las poblaciones por comparar son parte de linajes relativamente
diferenciados ya que controlan posibles homoplasias. Sin embargo, cuando se analizan
poblaciones cercanamente relacionadas (como en el presente estudio), involucrando
haplotipos con escasas diferencias de nucleétidos (ver genealogia TCS) las diferencias
inter-poblacionales se establecen inicialmente a través de variaciones en las frecuencias
haplotipicas y pueden ser mejor evaluadas con modelos basados en diferencias de
frecuencias. No obstante, el contar con ambas medidas, permite derivar una correlacion
entre ambos resultados e inferir sobre el proceso de aislamiento que se dio entre las
poblaciones (Medrano-Gonzalez, 2006).

En las comparaciones aplicando estos dos parametros de diferenciacion a las
colonias del golfo de México, notamos resultados interesantes en los valores mismos y
en las significancias. Si bien se vieron comparaciones pareadas consistentes con ambos
métodos, se observaron valores no significativos bajo el modelo de Tamura entre

colonias que comparten haplotipos de ambos linajes, aunque la frecuencia sea baja,
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como cayo Arcas vs. Costa Rica, o Alacranes vs. QR/Enc, pero los valores de Fsr y de
@5t fueron muy similares.

Con la correlacién entre ambos métodos y considerando todas las colonias del
Gran Caribe (desde Florida hasta Surinam), observamos un grupo de comparaciones
pareadas cuyo valor de @t es mayor que el de Fsr, indicativo de un flujo génico
reciente entre poblaciones antiguamente aisladas. Curiosamente, en este grupo se
encuentran las colonias del Gran Caribe Oriental (Costa Rica, Aves y Surinam) en
relacion a las del Gran Caribe Occidental (desde Florida hasta Quintana Roo). Estos
resultados refuerzan mas la interpretacion de que la presencia del haplotipo CM-A5 en
colonias de México proviene de un linaje distinto al de su localizaciéon actual. Los
valores de Fsr y @sr de cayo Arcas y Alacranes reflejan diferencias minimas, sugiriendo
que se trata de poblaciones aisladas a partir de una poblacién homogénea. Algunas de
estas combinaciones se presentan entre la colonia de Alacranes y cayo Arcas, Florida y
El Cuyo, o entre Lechuguillas (agrupando las colonias de El Llano y Coyotes) y
Farallon, a diferencia de otras, estos pares de poblaciones manifiestan proximidad
geografica, pero la presencia de haplotipos raros en unas de ellas provoca que el valor
de @sr sea ligeramente mayor al de Fsr, colocandolas como poblaciones aisladas, o
bien, que debido al tamafio de muestra de algunas de ellas como Farallon (n=11) con
respecto a Lechuguillas (n=87) es tan pequefio que el poder de la prueba estadistica es
igualmente bajo por lo que no se observan diferencias significativas.

Uno de los propositos por el cual se emplean un método de diferenciacion
basado en frecuencias haplotipicas y otro que ademas incluye la diferenciacion
nucleotidica entre las secuencias, es para discernir entre ambos estadisticos para elegir
aquel que proporcione mayor robustez al conjunto de datos analizados. Con cualquiera
de los dos métodos usados para las pruebas de diferenciacion, se encontrd estructura en
las colonias del golfo de México. Se observé una diferencia marcada entre las colonias
ubicadas en la region occidental (poblaciones de Tamaulipas y Veracruz —con una
maxima representacion del haplotipo CM-A1-) y las del oriente (Campeche y Yucatan —
con el haplotipo CM-A3 en frecuencias predominantes-), ademas de una particular
diferenciacion de las colonias de cayo Arcas y Alacranes. Estas mismas consistencias
fueron observadas en los niveles de flujo génico (Nm) entre las poblaciones,
manifestandose particularmente altos entre las colonias que no mostraron diferencias

genéticas significativas.
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Sin embargo, se notaron algunas incongruencias como la no diferenciacion
estadistica entre colonias con un numero pequefio de muestra con aquellas cuya
composicion estaba conformada por los haplotipos mas representados del linaje pero
alejadas geograficamente, como Farallén y Chenkan con Florida, o las colonias de
Campeche con la poblacién de Costa Rica. En este ultimo caso también con valores
elevados de flujo génico. En su estudio de la poblacion de Tortuguero, Costa Rica,
Bjorndal et al. (2005) estimaron bajos valores de Nm (< 1) con respecto a otras colonias
del Gran Caribe, incluyendo la colonia de QR/Enc, concluyendo que son valores
insuficientes como para mantener las frecuencias genotipicas homogéneas (Slatkin,
1987). En tanto que en el analisis de distintas playas de anidacion de tortuga verde en el
Atlantico y Mediterraneo (Encalada et al., 1996) los niveles de Nm fueron relativamente
bajos (valores entre 0.17-2.5 migrantes por generacion). En general, si Nm es mucho
menor a 1, es un indicativo de que la deriva génica actla de manera independiente en
cada poblacién; si por el contrario, Nm es mucho mayor a 1, el flujo génico sobrepasa
los efectos de la deriva e impide la diferenciacién local (Slatkin, 1994).

En las colonias del golfo de México, observamos valores de Nm infinitos entre
las colonias de Rancho Nuevo y Farallon, y entre algunas colonias de Campeche
(exceptuando cayo Arcas) con EI Cuyo. Pero también entre Isla del Carmen y la colonia
de Costa Rica, pero esto es de esperarse porque el haplotipo méas abundante en la
colonia del Caribe Oriental, el CM-A3, es el haplotipo que se observd en los 9
individuos muestreados de Isla del Carmen. El hecho de que encontremos valores de
flujo génico relativamente altos entre la mayoria de las colonias del Gran Caribe, es que
evidentemente son poblaciones que han evolucionado juntas.

El método que nos ayudo a definir la estructura poblacional del golfo de México,
y en general cédmo estan estructuradas las poblaciones de C. mydas a lo largo del
Atlantico y Mediterraneo, y que a su vez nos permitio distinguir sobre el método de
diferenciacion idoneo para nuestro conjunto de datos y aclarar las incongruencias
manifiestas en el analisis de diferenciacién interpoblacional, fue el AMOVA, gue nos
sefiala como se distribuye la varianza de las frecuencias de los haplotipos en niveles
jerarquicos (Excoffier et al., 1992).

Los resultados del AMOVA con base tanto en el Fsr como en el @,
identificaron una fuerte estructura en las colonias del golfo de México, asi como entre
ellas y el resto de las poblaciones del Gran Caribe, Atlantico y Mediterraneo, a traves

del planteamiento de las 11 hipotesis en las que se agruparon en varias maneras el total
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de colonias de ambos linajes. Indicativo del sesgo en los valores resultantes en el
AMOVA fue que el porcentaje de varianza del indice @ct (entre grupos) disminuye con
el método de distancias genéticas Tamura conforme se van excluyendo del anlisis
colonias que pertenecen al linaje del Atlantico Sur. Por el contrario, cuando
comparamos grupos compuestos por colonias del mismo linaje, especificamente las del
golfo de México segun la similitud que se habia manifestado en las pruebas de
diferenciacion, los valores de @cr son menores que los correspondientes usando el Fsr
convencional. Un patron muy similar fue descrito para comparaciones entre poblaciones
de tortuga verde en la region de Australasia. Dethmers et al. (2007) encontraron que la
proporcién de la variacion entre las 17 UMs identificadas, fue mas alta cuando fueron
consideradas las diferencias moleculares que con frecuencias haplotipicas, sugiriendo la
existencia de varios linajes evolutivos en la regién completa. Sin embargo, dentro de
subregiones la porcion entre grupos (stocks) de la variacion genética fue mayor cuando
se realizo el andlisis con base en frecuencias haplotipicas.

Para el Gran Caribe, la estructura observada en este trabajo ha sido igualmente
dilucidada en estudios realizados anteriormente para C. mydas dentro del érea,
incluyendo el Mediterraneo. Lahanas et al. (1994) establece una subdivision geogréfica
entre las colonias de Florida y Costa Rica vs Aves y Surinam, agrupandolas en regiones
del Oeste y Este, respectivamente, misma estructura que sustenta con los valores muy
bajos de flujo génico (0.1-0.2 migrantes/generacion). Encalada et al. (1996) encuentra
este mismo patrén dentro de la extensa area de estudio que incluyd en su investigacion.
Ellos notan dos linajes evolutivos correspondientes a (A) colonias del oeste del Caribe y
Mediterraneo, y (B) colonias del este del Caribe, Atlantico Sur y Africa.

El empleo de los dos métodos de diferenciacion, nos permitio elegir el mejor
para las colonias del golfo de México con el subsecuente proposito de definir las UM
finales. Formia et al. (2006) emplearon este mismo procedimiento para las colonias de
tortuga verde en las costas del Océano Atlantico e indico de Africa, encontrando que
para poblaciones que pertenecen a linajes evolutivos distintos, el mejor método a usar es
el que incorpora en su analisis las diferencias moleculares entre los haplotipos. En
estudios que se han hecho sobre cual es el mejor método de diferenciacion
interpoblacional, se ha sugerido que el estadistico Fst convencional podria ser el mas
adecuado para estimar niveles de subdivision poblacional cuando se trata de haplotipos
diferenciados por pocas sustituciones (O’Corry Crowe et al., 1997). Si bien es cierto

que dos poblaciones del golfo de México presentan en su composicion el haplotipo CM-
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A5 cuyo origen es del linaje del Atlantico Sur, la frecuencia es tan baja que se
observaron resultados mas robustos usando el indice Fsr convencional para los analisis

finales de las colonias.

8.4. Barreras geograficas e identificacion de Unidades de Manejo.

La asignacién de barreras biogeograficas a través de los programas BARRIER y
SAMOVA mostro consistencias entre ellas y la estructura encontrada entre las colonias
del Gran Caribe. Sin embargo, notamos que el algoritmo implementado en el programa
Barrier da un mayor peso a la separacion geografica, ya que las barreras tuvieron una
mayor correspondencia con la estructura final observada que los grupos asignados
propiamente en el SAMOVA, como la separacion de las colonias de QR/Enc, Costa
Ricay Florida, dentro de las barreras principales. Separando también, dentro de barreras
secundarias, las colonias de cayo Arcas y Alacranes, identificadas previamente por su
composicion haplotipica y diversidad genética, como poblaciones independientes. En
cambio, con el SAMOVA se mostraron algunas inconsistencias, principalmente
demostradas con la separacion individual de las tres colonias de Veracruz, muy
probablemente debido a un problema por el tamafio de muestra pequefio de Farallén;
mientras que, por otro lado, mantenia en un solo grupo las colonias de Campeche, El
Cuyo y Costa Rica, demostrando que le da un mayor peso a las frecuencias haplotipicas
mas que a la ubicacidn y separacion geografica, ya que esas colonias presentan en su
composicion, y en mayor abundancia, el haplotipo CM-A3. Eventos de colonizacion,
flujo génico reciente, fallos a la filopatria, o la exposicion de las tortugas marinas en sus
primeras etapas de vida a las condiciones oceanogréaficas, son algunas de las posibles
causas que diferentes autores han propuesto para explicar la estructura poblacional de C.
mydas en su distribucion en el &mbito global. Algo similar fue analizado por Bourjea et
al. (2007) quienes encontraron en hembras que anidan en playas del suroeste del
Océano Indico el haplotipo mayormente representado de colonias de tortuga verde en el
Atlantico Sur y lo atribuyeron a un reciente flujo génico del Océano Atlantico hacia el
indico a través del Cabo de Buena Esperanza, cuando en estudios anteriores se le habia
catalogado como la mayor barrera biogeografica entre ambas cuencas. Con el uso del
programa BARRIER, otra barrera fue identificada entre las poblaciones de tortuga verde
en la region de Australasia (Dethmers et al., 2007), presentando diferencias entre las
colonias mas cercanas al Océano Pacifico y aquellas ubicadas al Oeste del area de
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estudio; los autores explican esta estructura por una gran barrera geografica compuesta
hoy por un conjunto de islas conocidas como Islas Torres Strait, expresandose en la
diversidad a nivel especie existente en los distintos lados de esta barrera, incluyendo
algunos invertebrados (Benzie, 1999). En su extenso estudio de las colonias de
anidacion de tortuga verde, Encalada et al. (1996) proponen tres hip6tesis de posibles
eventos de colonizacion de la especie a lo largo del Atlantico y Mediterraneo partiendo
de una poblacién ancestral ubicada en las latitudes tropicales: (1) de esta poblacién
ancestral hacia las colonias de Brasil, de Isla Ascension, Guinea Bissau, Aves y
Surinam; (2) de la poblacion ancestral hacia las colonias del oeste del Caribe (QR/Enc,
Florida y Costa Rica); y (3) de las colonias del oeste del Caribe hacia el Mediterraneo
(Chipre).

Todos los analisis de diferenciacion genética, estructura, y la final identificacion
de barreras de flujo génico, nos llevé a la definicion de las cuatro Unidades de Manejo
dentro de la region del golfo de México, y un total de ocho en el Gran Caribe. La primer
unidad demografica identificada fue la formada por las colonias de Rancho Nuevo,
Farallon y Lechuguillas, que en todos los analisis exhibieron valores bajos de
diferenciacion con Fst y @st de Tamura, estadisticamente no mostraron diferencias, y
esto se sustentd con los niveles elevados entre estas poblaciones de Nm. ElI mismo caso
se observo para las poblaciones continentales de Campeche y Yucatan. Entre las
colonias que conforman cada UM, hay una correspondencia entre los valores de Fst y
@sr, lo cual sugiere que son poblaciones que manifiestan cierto tipo de aislamiento
reproductivo. Las otras dos UM identificadas son las colonias insulares, cayo Arcas y
Alacranes, diferenciadas particularmente por tener un haplotipo proveniente del linaje
del Atlantico Sur y ademés otros que no se habian observado nunca antes en colonias
mexicanas. Con esto pudiese confirmarse la hipotesis que establece que las poblaciones
pequefias con altos niveles de diversidad nucleotidica podrian ser remanentes de
poblaciones ancestrales mayores (Allard et al., 1994; Lahanas et al., 1994), y que esos
niveles elevados de 7~ podrian ser el resultado de una combinacion de inmigracion
provocada por fallos filopatricos, y un mayor impacto de introgresion.

A pesar de que la colonia de Florida no demostré diferencias significativas con
algunas colonias del golfo de Meéxico, se clasificoO como unidad independiente
considerando, principalmente, su ubicacién geografica, la ausencia de informacion de

intercambio de marcas con México y los resultados de BARRIER. El hecho de que a
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Florida se le asocie con otras colonias es que tiene en su composicion los dos haplotipos
mas distribuidos y representados del linaje, ademas de otro pero en una baja proporcion,
lo cual provoca un nivel alto de diversidad haplotipica comparado con el bajo valor de
diversidad nucleotidica, esto por las pocas diferencias presentes entre sus haplotipos (de
1 a 2 mutaciones). Allard et al. (1994) sugieren que la poblacion de Florida fue un
producto de mezcla, resultado de una reciente inmigracion de diferentes fuentes
cercanas.

Encalada et al. (1996) no encontraron diferencias significativas entre las
poblaciones de Florida y Quintana Roo, sin embargo, en este estudio, esta colonia 'y con
los mismos datos de los autores, se identifica como una poblacion independiente, esto
por su alto endemismo haplotipico, niveles elevados de diversidad haplotipica en un
tamario pequefio de muestra, reflejado a su vez en un valor alto de 7 por el gran nimero
de diferencias entre sus haplotipos ya que contiene uno (CM-A5) proveniente de otro
linaje. Los elevados niveles de diversidad nucleotidica de esta colonia han sido
comparados con el obtenido con analisis de RFLP en Caretta caretta (7=0.732; Bowen
et al.,, 1993) y con andlisis de secuencias de la Region control en Eretmochelys
imbricata (7=0.849; Bass et al., 1996).

En el Gran Caribe Oriental, la colonia de Costa Rica se consider6 como una UM
y Aves y Surinam en otra Unidad independiente. Lahanas et al. (1994), con un tamafio
de muestra pequefio, no encuentran diferencias significativas entre las colonias de
Florida y Costa Rica, y entre Aves y Surinam. Sin embargo, al incrementar
considerablemente el tamafo de muestra de la colonia de Costa Rica, se observan
haplotipos que no se habian registrado en esa poblacion y cuyo origen esta en el linaje
del Atlantico Sur, por lo que se concluye que la poblacion de Tortuguero es una unidad
independiente (Bjorndal et al., 2005). Entre las colonias de Aves y Surinam se
exhibieron valores de Fst y @t bajos y con ningin método se observaron diferencias
significativas, reflejado también en los elevados niveles de Nm entre ellas. La relacion
entre Fst y @st mostrd que tanto Aves como Surinam son poblaciones aisladas de las
del Caribe Occidental, pero que se ha evidenciado un flujo génico reciente entre las dos
regiones, explicado por la presencia del haplotipo CM-Ab, representativo de estas dos
colonias, en las poblaciones mexicanas.

Otra de las UM identificadas en el resto del Atlantico, es la formada por las
colonias de Brasil: Isla Trindade y Atoldn Rocas. Los niveles de diferenciacion genética
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tanto con el Fst como con el @t de Tamura, fueron bajos y sus niveles de significancia
fueron mayores a 0.05. Sin embargo, con el primer estadistico no se observaron
diferencias significativas entre estas dos colonias y otras de Africa, ya que, al considerar
unicamente las frecuencias haplotipicas, no se detectan diferencias ya que todas las
colonias del Atlantico Sur estan mayormente representadas en su composicion por el
haplotipo CM-AS8; en cambio, con el modelo de Tamura si se observaron diferencias
significativas entre las colonias de Brasil e Isla Ascension y las de Africa, esto porque al
incorporar las diferencias moleculares en el analisis, estas colonias se observan como
una poblacion independiente ya que presentan haplotipos endémicos y los cambios
mutacionales entre ellas y el resto de las colonias del Atlantico Sur, son mayores. Segun
Luke et al. (2004), la filopatria y los patrones de corrientes marinas juegan un papel
muy importante en la estructura de las poblaciones de C. mydas en el Atlantico. Con
base a esto, Naro-Maciel et al. (2007) sugieren que crias que nacen en Isla Ascension,
pueden ser acarreadas por la Corriente Ecuatorial hacia las costas del Atlantico
Americano, provocando una gran contribucion de la colonia del Atlantico medio.

En el primer estudio de estructura poblacional de C. mydas entre Isla Ascension
y las colonias de Africa, Formia et al. (2006) encontraron diferencias significativas con
los dos estadisticos aplicados (Fst y @st Kimura 2-P) entre Isla Ascension y todas las
colonias africanas, excepto Isla Bioko, pero su estudio incluia un tamafio de muestra
pequefio (n=50) para ambas colonias, y la misma frecuencia del haplotipo CM-A8. No
obstante, en un estudio posterior y aumentando el nimero de muestra a 245 individuos,
Formia et al. (2007) encuentran que la colonia de Isla Ascension es significativamente
diferente a las de Africa reflejo de su alto grado de endemismo haplotipico. En este
trabajo, y tomando en cuenta los datos actualizados de composicién haplotipica para
todas las colonias previamente estudiadas (Formia et al., 2007), Unicamente no se
observaron diferencias significativas entre las colonias de Isla Ascension e Isla Bioko,
sin embargo, por los altos niveles de flujo génico, composicion haplotipica y
proximidad geografica, se decidio unir a Isla Ascension y las colonias africanas en una
sola unidad independiente. Uno de los modelos evolutivos que pudieran explicar la
distribucion de los linajes de C. mydas en el Atlantico y propuesto por Encalada et al.
(1996) explicaba que la distribucion de los organismos pudiese deberse a separacién de
habitats provocados por cambios geoldgicos o climaticos. Pero esta hipotesis seria
refutada con el anélisis del ADNmit para la colonia de Isla Ascension, argumentando

que la composicién de las poblaciones de esta isla es originada por eventos recientes de
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colonizacion (Bowen et al., 1989). Muy probablemente el gran nimero de haplotipos
endémicos que presenta esa colonia pueda ser una combinacion de bajos niveles de flujo
geénico, fallos a la filopatria, o puede ser el resultado de efectos fundador y colonizacién
de nuevas colonias seguidas de un insuficiente tiempo de divergencia (Formia et al.,
2007).

Evidentemente, la colonia de C. mydas de Chipre, en el Mediterraneo, queda
como una unidad independiente, aunque en su composicion exhibe haplotipos del linaje
del Gran Caribe. En los dos estudios realizados de esta poblacion (Encalada et al., 1996;
Kaska et al., 2000) se ha concluido que las poblaciones de tortuga verde del
Mediterraneo fueron establecidas recientemente por migracion de un pequefio numero
de hembras provenientes del Atlantico, pudiendo haber ocurrido en el Gltimo periodo
interglacial. Hace aproximadamente 13,000 afios, después de la etapa calida del Bolling-
Allerod, sobrevino un periodo frio, el Younger Dryas, que sucedi6 hace 10,000-11,000
afios (Engstrom et al., 1990; Kudrass et al., 1991; Gates, 1993). Por lo tanto, los eventos
de colonizacion del Noroeste del Caribe hacia el Mediterraneo, pudieron haber ocurrido
dentro de los ultimos 10,000 afios (Encalada et al., 1996).

8.5. Flujo génico a escalas evolutivas e historia demografica.

A través de la distribucion de las diferencias nucleotidicas entre pares de haplotipos
para cada poblacion, los parametros de expansion demogréafica, y suponiendo una tasa
de mutacién confiable, se pudieron hacer inferencias sobre los procesos historicos que
posiblemente dieron origen a la estructura de las poblaciones de C. mydas en el golfo de
México y resto del Caribe Occidental. En conjunto, los resultados de estos analisis, los
valores de diversidad genética (h y z) de las UM identificadas, asi como los resultados
negativos de la prueba de Mantel sugieren que nuestras poblaciones se ajustan a un
modelo complejo de aislamiento no necesariamente asociado a una diferenciacion
generada por distancia lineal, sino mas probablemente a una serie de diferentes procesos
dando como resultados el patrén en parches que observamos. Por esto, resulta probable
que hayan participado varios fendmenos sobrelapados o actuando uno después del otro.
En lo que respecta a los resultados de las distribuciones Mismatch, las Unicas
colonias cuya distribucion fue unimodal son las ubicadas al norte del Caribe Occidental
(Florida y RNVer), ajustandose al modelo de Rogers y Harpending (1992), lo que

infiere que dichas poblaciones sufrieron una expansion después de pasar por un cuello
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de botella o evento fundador. En cambio, la distribucién bimodal de las diferencias
nucleotidicas del resto de las poblaciones, desde CmCu hasta Costa Rica, son
poblaciones en equilibrio o crecimiento constante segln el propio modelo. No obstante,
entre estas Ultimas se encuentran las colonias de cayo Arcas y Alacranes que
presentaron caracteristicas particulares como ubicacion geogréfica, haplotipos
provenientes de otro linaje evolutivo y, en el caso de cayo Arcas, un tamafio de muestra
quiza insuficiente para inferir de manera robusta aspectos de su historia reciente, y su
composicion pudiera estar mas relacionada a lo explicado anteriormente: eventos de
migracion o introgresion de genes de otras colonias (fallas en la filopatria) quiza
favorecidos por los patrones de corriente en combinacion con su ubicacion geografica.

Para propdsitos comparativos en esta seccion, abordamos el estudio realizado
por Formia et al. (2006) de las colonias de Isla Ascension y costas de Africa, cuando
aun no se aumentaba el tamafio de muestra de Isla Ascension y, por tanto, no se tenia
conocimiento de su alto endemismo haplotipico. Los autores encontraron una
distribucion unimodal para las cuatro colonias analizadas (Isla Ascension, Isla Bioko,
Sao Tome y Comoros), pero en las ultimas dos observaron un segundo pico que los
propios autores atribuyen a un segundo evento de expansion. Con una tasa de mutacién
previamente establecida para este marcador molecular por Encalada et al. (1996),
calcularon el tiempo (t) desde que se dio la expansion en las poblaciones. Sin embargo,
en dicha publicacion detectamos un error en la férmula para calcular ese tiempo, ya que
tomaron a u, necesaria para la estimacion de t (ver férmulas en seccién VII.
METODOLOGIA), como 2.k, operacion que se emplea para analisis con RFLPs y no
para secuencias (Rogers y Harpending, 1992). Para corregir este error hemos
recalculado el tiempo de expansion para cada colonia analizada por ellos, tomando en
cuenta la longitud de sus secuencias (483 pb) y la misma tasa de mutacion. Con estos
nuevos calculos, se estimd que los tiempos de expansion sucedieron entre ~16,000 afios
(ocurrido en Isla Bioko) y 360,000 (en Comoros).

Usando la misma tasa de mutacion para la especie (Encalada et al., 1996; Formia
et al., 2006), dentro del Caribe Occidental obtuvimos que las expansiones se dieron
entre los obtenidos en el estudio de Formia et al. (2006), ya que fueron desde hace
~37,000 afios (en la poblacion de QR/Enc) y 182,000 afios (en la poblacion de CmCu),
abarcando todo el periodo que durd la glaciacion Wisconsin que termin6 hace 12,000
afios y comenzo hace 100,000 y fue la ultima gran glaciacion del Pleistoceno, y parte de

la glaciacién anterior a ella, la de Riss que sucedié hace 150,000 afios. Se observo que
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las poblaciones de CmCu y Costa Rica, que tienen un tamafio de muestra mas
representativo de la poblacion (n >> 50 individuos) y en cuya composicion haplotipica
se encuentra en alta frecuencia uno de los dos haplotipos mas representativos y
distribuidos del linaje, presentaron una expansion hace 181,499 y 177,360 afios,
respectivamente, mucho mayor a las otras colonias que presentan por lo menos 3
haplotipos en un tamafio de muestra menor. Probablemente el modelo de expansion
subita no se ajuste a todas las poblaciones de C.mydas del Caribe Occidental y no se
pueda conocer con veracidad la historia demogréafica de todas las colonias a través de la
distribucion de sus diferencias moleculares, contrario a lo que sucede en las colonias del
Atlantico Sur (Formia et al., 2006) donde fue mas determinante. Sin embargo, las
colonias del golfo de México y Caribe Occidental de manera separada y agrupada en
UM, exhiben niveles de diversidad haplotipica y nucleotidica similares a los patrones
encontrados en el Atlantico Sur (Formia et al., 2006). Hay algunas hipotesis que
pudieran explicar este comportamiento (Lahanas et al., 1994). Se ha observado que
colonias pequefias como Sao Tome en Africa, y cayo Arcas y Alacranes, en el golfo de
México o Quintana Roo (Encalada et al., 1996), que arroja el mayor indice de
endemismo haplotipico de todas las poblaciones de C.mydas en el Gran Caribe,
presentan los niveles mas altos de ambos indices de diversidad genética (7 y h). Esto
pudiera estar relacionado a una mayor introgresion por fallos filopatricos. Segun el
tiempo de expansion de estas poblaciones (entre ~37,000 y 81,000 afios), coincide con
una estimacion global del nivel del mar de 80 m por debajo de su nivel actual (Rohling
et al., 1998 en Formia et al., 2006), lo cual pudo haber provocado el aislamiento de
habitats en el golfo de México. Posteriormente, al subir el nivel es que podria haberse
incrementado la disponibilidad de playas de anidacion nuevamente y propiciar los
crecimientos poblacionales. Los errores filopatricos ocurren cuando las hembras eligen
playas de anidacion distintas al de su origen natal (Carr, 1967). Si hay un fallo en la
navegacion de las tortugas hacia su playa de anidacion (poco comin, pero en términos
evolutivos evidentemente ocurre), éstas pueden llegar a otros lugares dando lugar a una
contribucion genética, y estos eventos pudieran explicar la composicién haplotipica de
cayo Arcas y Alacranes. Por el contrario, colonias como Isla Ascension en el Atlantico
Sur (Formia et al., 2006), y en el Caribe Occidental Costa Rica (Bjorndal et al., 2005),
Veracruz o El Cuyo (este estudio), de las que se obtuvo un tamafio de muestra grande,
presentan bajos niveles de diversidad genética. Estudios sobre variacion genetica de

poblaciones naturales, han sugerido que las poblaciones con bajos niveles de diversidad
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genética pueden estar asociadas a recientes e historicos cuellos de botella (Nei y Graur,
1984; Avise, Ball y Arnold, 1988), o bien, la causa puede ser un efecto fundador
seguido de un rapido incremento poblacional (Lahanas et al., 1994).

Encalada et al. (1996) plantean algunas hipdtesis sobre el origen de la tortuga
verde en la region del Caribe Occidental, igualmente basadas en eventos climaticos y
geoldgicos sucedidos durante el Pleistoceno. Durante la glaciacion Wisconsin (que
alcanz6 su maximo hace 18,000 afios), los registros climaticos han indicado que las
masas de hielo se extendieron ~10 grados de latitud mas cerca del ecuador (Gates,
1993). Las bajas temperaturas originadas en esta zona, provocaron que las tortugas
eligieran playas de anidacion ubicadas en latitudes mas altas (p. ej. Florida, Yucatan, o
Chipre). De esta forma, el flujo génico provocado por dichos eventos podria también

haber influido en la presencia de haplotipos externos en colonias del golfo de México.

8.6. Modelos para los patrones filogeograficos de la variacidon genética.

La estructura del arbol genealdgico recupera consistentemente los dos linajes
evolutivos ya descritos para C. mydas en el Atlantico y Mediterraneo (Encalada et al.,
1996; Bjorndal et al., 2005; Formia et al., 2006) a los que ahora se les agrega la
informacidn sobre origenes a los haplotipos anteriormente conocidos solamente de
sitios de alimentacion regional. Uno de los linajes esta compuesto por los haplotipos del
este del Gran Caribe, Atlantico Sur y costas del oeste de Africa (clado B); y en el otro se
incluyen los haplotipos presentes en la region oeste del Gran Caribe y del Mediterraneo
(clado A). De acuerdo a Encalada et al. (1996), la segregacion geografica de los
haplotipos en los dos linajes puede ser explicado bajo dos posibles modelos: (1) que la
distribucion diferencial de los linajes se deba a alteraciones de habitat ocasionados por
cambios geoldgicos o climaticos causando aislamiento entre poblaciones que
posteriormente generan composiciones genéticas distintas (escenarios de vicarianza); y
(2) la habilidad de los organismos ya diferenciados genéticamente para trasladarse y
establecerse méas alla de los limites de su distribucion historica (escenarios de
dispersion).

El haplotipo CM-A5 ubicado en el linaje B, es separado por una sustitucion de
los haplotipos CM-A6, A7, A20 y A21, encontrados en las colonias de Aves, Surinam y
Costa Rica y reportado en estas colonias del sur del Gran Caribe en altas frecuencias,
disminuyendo su proporcion mas hacia el occidente, ya que ha sido reportado en
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Quintana Roo (Encalada et al., 1996) y ahora en dos colonias del golfo de México (cayo
Arcas y Alacranes, en 1y 3 individuos, respectivamente). De acuerdo a Encalada et al.
(1996), precursores de los haplotipos CM-A5, A6 y A7 de un stock ancestral de
Atlantico central pudieron haber colonizado costas del noreste de Sudamérica (lo que
hoy seria Surinam y las Guyanas), cuya ubicacion geografica esta donde coinciden
ambos linajes, la colonia fuente de ese haplotipo. Por lo tanto, las colonias de Costa
Rica, Aves y Surinam, al contar las tres con una elevada frecuencia del haplotipo CM-
A5, se pueden considerar como puente y representativas de ambos linajes, permitiendo
el flujo de este haplotipo hacia la parte norte del linaje del Gran Caribe. Los niveles de
diversidad nucleotidica elevados reflejan la introgresion de haplotipos de un linaje a
otro.

Segun Templeton (2001), el haplotipo ancestral se caracteriza por ser el mejor
representado y central dentro de la red de haplotipos. En el caso de los dos linajes
encontrados, estamos hablando de los haplotipos CM-A8 y CM-A3, el primero
considerado el ancestro en la region del Atlantico Sur, y el segundo para el Gran Caribe.
Ambos haplotipos son mayormente diferenciados por sélo una sustitucion de aquellos
que los rodean. El haplotipo CM-A8 es el mas representativo de las colonias del
Atlantico Sur (Formia et al., 2006; Formia et al., 2007) y por su posicion central de la
red completa asi como por el ndmero de uniones con haplotipos aparentemente
derivados de él, puede considerarse como el haplotipo mas ancestral.

En cambio, el haplotipo ancestral del Gran Caribe el CM-A3 se encuentra
rodeado de un total de 11 haplotipos distinguido de cada uno de ellos por una transicion,
incluyendo el haplotipo CM-A47 que fue encontrado en la colonia de cayo Arcas, en
Campeche donde el haplotipo mas abundante fue el CM-A3. Otro de los haplotipos méas
representativos de las colonias del Caribe Occidental es el CM-ALl, que aparece como
otro centro de diferenciacion y separado del CM-A3 por una sustitucion. Este haplotipo
tiene una distribucion geografica inversa al CM-A3, ya que su representatividad
disminuye hacia el sur del Gran Caribe, siendo méas abundante en las colonias del norte
del golfo de México, incluyendo Rancho Nuevo.

En el mismo linaje del Gran Caribe se encontraron los haplotipos CM-A13 y
CM-A14 que caracterizan la poblacién de tortuga verde en Chipre, separados por 1 6 2
cambios mutacionales de los haplotipos CM-A16 y CM-A17 endémicos de las colonias
de Quintana Roo (Encalada et al., 1996). Segun estos mismos autores, probablemente
los haplotipos precursores del CM-A13 y CM-A14 tuvieron su origen en la regién del

111



Caribe, colonizando y fijdndose en el mar Mediterraneo durante el periodo interglaciall,
eso pudiera explicar su presencia en el linaje del Atlantico americano.

Los dos haplotipos encontrados en las dos colonias insulares del golfo de
México (CM-A47 y CM-A27) nos brindan una vision de los procesos evolutivos que
pudieron ocasionar su presencia en las poblaciones de México. El haplotipo CM-A47
habia sido reportado en individuos en un sitio de alimentacion (Bjorndal et al., sin
publicar), sin embargo, al no conocerse de cualquier otra colonia de anidacion puede ser
considerado como endémico de nuestro pais. En tanto que el CM-A27 se encuentra
relacionado con los haplotipos CM-A22 y CM-A28, que también fueron observados en
organismos que van a alimentarse a aguas de Carolina del Norte, y en conjunto, forman
el grupo de haplotipos cuyo origen natal no pudo identificarse en esa investigacion
(Bass et al., 2006). Atencion particular el hecho de que este haplotipo (CM-A27)
aparezca (en una frecuencia del 22%) en la colonia de Alacranes, isla situada en la
frontera entre el mar Caribe y el golfo de México, por lo que se puede inferir que la
composicion haplotipica de esta colonia podria depender de su situacion geografica en
conjunto con el patrén de corrientes oceanograficas que confluyen en la region y que
podrian amplificar la posibilidad de recibir migrantes de origenes diversos fuera del area
inmediata de México. Ademas, ha sido reportado en colonias que anidan en una playa
ubicada al sureste de las costas de Cuba (Espinosa et al., 2000).

El panorama expuesto en el presente trabajo coincide con las expectativas para
poblaciones de tortuga verde en el Gran Caribe sobre la base de los estudios realizados
por Lahanas et al. (1994): poblaciones con mayor nimero de hembras reproductoras se
caracterizan por niveles bajos de diversidad haplotipica, como las poblaciones de
Surinam y Costa Rica que tienen una mayor abundancia de hembras anidadoras por afio
(entre 5,000 y 23,000, resp.; Encalada et al., 1996; Bjorndal et al., 2005), en tanto que
las colonias de Isla Aves y Florida con ~300-500 hembras/afio, exhibieron valores méas
altos de h en el estudio realizado por Encalada et al. (1996). Estos valores altos de
diversidad genética en poblaciones pequefias, pueden ser explicados por fallas a la
filopatria, cuando las hembras eligen otro sitio para anidar distinto al de origen, debido
generalmente a cambios ambientales drasticos (Carr, 1967), aunque es l6gico pensar
que ocasionalmente ocurren sin ninguna asociacion a modificaciones ambientales. Sin
embargo, se esperaria que el impacto sobre la composicion genética sea mucho mayor
entre mas pequefia sea la poblacién receptora. Ademas, se provocaria la frecuencia de
haplotipos extrafios si las fallas filopatricas provienen de colonias distantes (Lahanas et
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al., 1994). Estas mismas colonias pequefias al exhibir niveles altos de diversidad
genética, podrian ser (a) remanentes de poblaciones mayores ancestrales en la regién o
ser el resultado de varios eventos fundadores afectados inclusive por fuerte deriva
génica (Allard et al., 1994; Lahanas et al., 1994; Clegg et al., 2002).

Buscando una explicacion mas clara de la composicion genética y
comportamiento de estas dos colonias en particular, cayo Arcas y Alacranes, se recurrio
a la Teoria de Biogeografia de Islas afiadiendo el modelo genético a su contexto
ecologico. Segun MacArthur y Wilson’s (1963, 1967), las relaciones entre la teoria de
biogeografia de islas y el tamafio de las mismas, juegan un papel central en el desarrollo
de la ecologia de las poblaciones. Esta teoria asume como los dos factores
fundamentales que pueden suceder en las islas a la colonizacion, que estd mas
relacionada con la distancia entre la isla y el continente (entre mas distante esté la isla,
menor sera la colonizacién), y la extincion, que depende méas del tamafio (entre mas
pequefa sea la isla, mas pequefia la poblacion y por tanto mayor riesgo de extincion)
(MacArthur y Wilson 1963, 1967). Sin embargo, Johnson et al. (2000) considerando el
modelo genético de biogeografia de islas, afiaden a estos dos procesos la inmigracion
(nuevos alelos pueden ser sumados al pool genético de la poblacion islefia) y la
mutacién (porque las poblaciones en la isla pueden divergir a lo largo del tiempo). De
acuerdo a la teoria, se esperaria encontrar una menor diferenciacion genética entre las
poblaciones de islas pequefias y cercanas al continente, ya que hay un mayor flujo
génico (Johnson, 2003) que inclusive obstaculizaria la especiacién. Por otro lado, se
esperaria que la diversidad genética en las islas seria menor que en las colonias
continentales por varios factores como eventos de fundador y deriva génica (Holgate,
1966; Chakraborty y Nei, 1977; Grant et al., 2001). No obstante, en las islas de cayo
Arcas y Alacranes se encontrd lo contrario. Estas colonias presentan tanto una alta
diferenciacion genética con respecto de las colonias continentales de la region, y
simultadneamente elevados niveles en ambos parametros de diversidad genética medidos
(haplotipica y nucleotidica) comparados con el resto de las poblaciones de la especie
dentro del Atlantico. El promedio de la distancia que separa a cayo Arcas y Alacranes
del continente es de 143 km; ambas tienen una longitud de 2.4 y 2.8 km,
respectivamente. En cayo Arcas se reportan 100 nidos/afio comparados con los 910
reportados en las colonias continentales de Campeche; en tanto que Alacranes presenta
333 nidos/afio en comparacién a los 500 de EI Cuyo. Por lo tanto, comparativamente
son poblaciones pequefias. De acuerdo a la teoria de biogeografia de islas, se esperaria
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que, en el caso de cayo Arcas, este manifestara una homogeneidad en su composicion
genética a las colonias mas cercanas como son las que se ubican a lo largo de
Campeche, y que a su vez la poblacion de Alacranes demuestre una semejanza a la de
El Cuyo. Pero la presencia de haplotipos relativamente diferenciados del resto del
conjunto observado en el golfo de México (como el CM-A5 y el —A27) o del haplotipo
CM-A47 que sblo ha sido reportado en un sitio de alimentacion (Bjorndal et al., sin
publicar) nos hace pensar que efectivamente estas colonias funcionan como sumideros,
recibiendo en algin momento en el pasado inmigrantes que contienen haplotipos
distintos a los encontrados en cualquier colonia mexicana. En el ciclo de vida de las
tortugas marinas, las corrientes oceanogréaficas juegan un papel muy importante, asi
como en su distribucion durante sus primeras etapas de vida (Hughes 1974; Carr y
Meylan, 1980; Witham, 1980). Por la posicién geografica en que se encuentran las
colonias de cayo Arcas y Alacranes, sugiere que organismos (como crias 0 como
juveniles previo a su reclutamiento al ambiente béntico) provenientes de las colonias del
Gran Caribe Oriental, fueran acarreadas por la Corriente del Caribe (Figura 16),
adentrandose en las costas del golfo de México. Normalmente, los organismos
conforme adquieren su madurez sexual e inician su migracién reproductiva la enfocan a
su sitio de natalidad (filopatria). Sin embargo, ocasionalmente hay fallas en esta
fidelidad y al dirigirse a habitats nuevos o aquellos establecidos por otra colonia
propicia la introgresion de haplotipos foraneos, originando un acercamiento con
colonias geograficamente distantes. Su incorporacion al perfil haplotipico seria mas
probable al ser colonias pequefias, como ya se menciond. El efecto de las corrientes
marinas no solo puede ser visible para estas dos colonias insulares, sino en general para
toda la region del golfo de México. La corriente del Gran Caribe sube desde Costa Rica
a la Peninsula de Yucatan entrando una parte, ya como Corriente de Yucatan, al golfo
de México en tanto que otra gran masa de agua —la Corriente de Lazo- se desplaza hacia
Florida, permitiendo el flujo de migrantes entre estas dos zonas y por ello se entiende
que en la region de Campeche predomine el haplotipo CM-A3 mayoritario de la
poblacion de Costa Rica y que Florida presente en su composicion los haplotipos
mayormente distribuidos y representativos del linaje del Gran Caribe.

Es posible que existan procesos de introgresion en diferentes escalas de tiempo e
intensidad. Las altas frecuencias del haplotipo CM-ALl en Tamaulipas y Veracruz puede
ser el resultado de algun evento antiguo de introgresion que posteriormente se extendio.

Pero también pudiera ser reflejo de un proceso dinamico méas amplio geogréaficamente
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de una expansion del CM-A5 hacia el Norte y Occidente del Gran Caribe pero que aun

no afecta mas al oeste de Campeche.
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Figura 14. Patron de corrientes oceanograficas que confluyen en la region del golfo de
México, indicando su direccién. Tomada de la pagina
http://oceancurrents.rsmas.miami.edu/caribbean/mexican.html. Las flechas indican los vectores
de direccion de las corrientes, y su longitud es proporcional a las velocidades.

8.7. Contribucién de las UM a los sitios de agregacion marina regionales.

El conocimiento de las rutas migratorias y la ubicacion de sus sitios de desarrollo y
alimentacién para Chelonia mydas, especie considerada en peligro de extincion
(Seminoff, 2004; IUCN, 2006), se ha convertido en una prioridad para implementar
estrategias efectivas de manejo y conservacion con base cientifica. Hasta hace poco
tiempo, poco se sabia acerca de las primeras etapas de vida de las tortugas marinas:
desde que son crias y se alejan de la playa donde nacieron, hasta que son juveniles y se
encuentran alimentandose en sitios de agregacion. Con el uso de marcas fisicas, se sabe

que las hembras de tortuga verde migran miles de kilometros entre las playas de
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anidacion y los sitios de alimentacién, demostrando inclusive que no s6lo muestran
fidelidad a sus playas de anidacion, sino también al sitio que eligen para alimentarse,
por lo menos el que utilizan al alcanzar la madurez sexual (Carr et al., 1978; Limpus et
al., 1992).

El contar con diferencias genéticas entre las poblaciones de anidacion ha hecho
posible usarlas como marcas moleculares con las cuales determinar qué colonias
reproductoras contribuyen a un area particular de alimentacion o captura (Eckert et al.,
2000). Este analisis conocido como de Stocks Mezclados (MSA, por sus siglas en
inglés), en conjunto con el uso de marcadores del ADNmit, ha sido de gran utilidad para
conocer la composicion de las poblaciones de tortugas marinas en sitios de alimentacién
(Broderick et al., 1994). En un principio, para conocer la contribucién de las colonias o
stocks a los distintos sitios de mezcla, era utilizado el algoritmo de Méxima
verosimilitud (ML; Pella y Milner, 1987); después, se incorporaron los analisis
Bayesianos (Pella y Masuda, 2001), siendo los ultimos los mas recomendados para
estos trabajos. De manera general, arrojan resultados con menores intervalos de
confianza, son capaces de controlar errores de muestreo y ofrecen un mejor seguimiento
de los marcadores menos frecuentes (Pella y Milner, 1987; Smouse et al., 1990; Bolker
et al., 2003).

En los MSA realizados para C. mydas, se han manejado diversas hipotesis sobre
los factores y procesos que definen la composicion de los sitios de alimentacion,
infiriendo que puede estar relacionada con: (1) el tamafio de la colonia (Bass et al.,
1998; Lahanas et al., 1998); (2) la distancia geogréafica entre la colonia y el sitio de
mezcla (Bass y Witzell, 2000); y (3) la influencia de las corrientes oceanograficas (Luke
et al., 2004).

El empleo del algoritmo UML (Unconditional Maximum Likelihood) y del
Bayesiano a traves del método recientemente desarrollado “Many-to-many” (Bolker et
al., 2007), proporciona una mayor perspectiva de la contribucion de las UM
identificadas dentro del golfo de México hacia los sitios de alimentacion de la region, y
abordar de manera mas precisa las hipétesis planteadas por los otros autores.

A través de la identificacion de nuevas unidades de manejo entre las colonias de
tortuga verde que anidan en el golfo de Meéxico, independientes de las que
anteriormente se conocian, se logra mayor resolucion en los analisis de mezcla de stocks
a nivel regional y, por ende, mayor veracidad que en los trabajos anteriores. En el

pasado, se cuantificaba la aportacién de México considerando sélo los datos derivados
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de las dos colonias de Quintana Roo con un tamafio de muestra pequefio (n=20) del
trabajo de Encalada et al. (1996). Incluso, para los analisis de los sitios de Bahamas y
Florida, se consideré a las colonias de Florida y México como una sola UM al no
encontrar, segun las pruebas implementadas, diferencias significativas entre ellas, por lo
tanto, ahora se puede verificar, no se sabia con precision la contribucion de las colonias
mexicanas (Lahanas et al., 1998; Bass y Witzell, 2000). En ambos casos sélo se utilizd
el método de Maxima verosimilitud (ML). En el caso de Barbados (Luke et al., 2004),
se empled un analisis Bayesiano para obtener la contribucion de las colonias del
Atlantico a dicho sitio. Sin embargo, en dos trabajos posteriores, para los sitios de
Carolina del Norte (Bass et al., 2006) y Almofala y Ubatuba en Brasil (Naro-Maciel et
al., 2007), dentro del mismo anélisis Bayesiano, se incorpor0 la variante del tamafio
poblacional para cada colonia anidadora a los priors del analisis, para comparar con el
resultado sin considerar esta variable.

En el presente estudio, los resultados del MSA bajo el algoritmo de Méaxima
verosimilitud y el Bayesiano sin considerar el tamafio de las colonias y considerandolo,
varian considerablemente. En las contribuciones estimadas con el método UML, las UM
del golfo de México son escasas y recargadas principalmente hacia Florida por parte de
CmCu; a través del método Many-to-many aparecen contribuciones en todos los sitios
del Atlantico, incluyendo a los tres de Brasil, pero bajo este mismo método
incorporando el tamafio de las colonias, disminuye el aporte por parte del golfo de
México y las mayores contribuciones se dan por parte de la colonia de Costa Rica para
los sitios ubicados dentro del Gran Caribe, y de las colonias del Atlantico Sur a los
sitios de Brasil. Un comportamiento similar se observo en el estudio del sitio en
Carolina del Norte (Bass et al., 2006). Los autores encontraron una mayor
correspondencia entre el método ML vy el andlisis Bayesiano valorando los tamafios
poblacionales y concluyen que bioldgicamente debe ser mas correcto el resultado
cuando se incluye informacién sobre abundancias. Aun asi, atribuyen las composiciones
resultantes principalmente al sistema de corrientes marinas y giros oceanograficos que
tienen lugar en el Gran Caribe. Por el contrario, en el trabajo de Naro-Maciel et al.
(2007), se observan resultados similares usando el método Bayesiano sin considerar los
tamanos de las poblaciones, y considerandolos. No obstante, la metodologia empleada
en dichas investigaciones (Bass et al., 2006; Naro-Maciel et al., 2007) es el tradicional
analisis bayesiano (Pella y Masuda, 2005) que, a pesar de haber incorporado los efectos
de un error de muestreo (Pella 'y Milner, 1987; Smouse et al., 1990; Bolker et al., 2003)
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y los efectos de los tamafios poblacionales (Okuyama y Bolker, 2005), el analisis se
enfoca a determinar como contribuyen las colonias a un solo sitio de mezcla, nombrado
como “Many-to-one” por Bolker et al. (2007). La diferencia con el método “Many-to-
many” desarrollado por Bolker et al. (2007) y empleado en el presente trabajo, es que
este Gltimo considera simultaneamente una meta-poblacion en donde se evalla
movimiento entre todas las fuentes y todas las agregaciones. Por tanto, es un
procedimiento mas acorde con la realidad bioldgica y mejora la precision de las
estimaciones (Bolker op. cit.)

En su analisis de todas las colonias de tortuga verde del Atlantico y como éstas
contribuyen a los sitios de agregacion de la region, Bolker et al. (2007) encuentran
resultados cualitativamente similares entre los resultados con los enfoques de Many-to-
many y el Many-to-one, ambos considerando los tamafios de las colonias. Lo més
importante es que se logra un incremento en la precision de las estimaciones. También
se demuestra que mejorias en las estimaciones de composicion de mezclas se logra
incorporando covariables ecologicas o el contexto metapoblacional para introducir la
mayor cantidad de datos informativos posibles.

En este trabajo, se encontré una mayor robustez en los resultados bajo el método
Many-to-many incorporando en el andlisis los tamafios de las colonias, medido por
disminuciones en el intervalo de confianza al comparar con meétodos de maxima
verosimilitud. Evidentemente hay una relacion entre las distancias de las colonias y los
sitios de agregacion, observandose una mayor contribucion de las poblaciones del Gran
Caribe a los sitios dentro de la misma region, lo mismo para las colonias del Atlantico
Sur con respecto a los sitios de Brasil. Pero también hay un correspondencia entre el
porcentaje de aportacion respecto al tamafio de la colonia, observandose, por ejemplo,
coémo la colonia méas grande del Gran Caribe, Costa Rica, contribuye en una mayor
proporcion a todos los sitios dentro de esta misma area. La conducta de las tortugas
marinas durante sus primeras etapas de vida en conjunto con el sistema de corrientes
que confluyen en la region, pudieran explicar este comportamiento.

Al alejarse las crias de la playa donde nacieron, estan expuestas a la velocidad y
direccion de las corrientes marinas que se centran en el Atlantico, iniciando asi una
etapa pelagica (Wyneken y Salmon, 1992). Durante este tiempo, las crias pueden ser
acarreadas miles de kilometros de distancia desde sus playas de origen. Se tiene poco
conocimiento de la fase pelagica de los juveniles de tortugas marinas, pero se sabe que,

en algunos casos, estos animales se dispersan a través de las cuencas oceanicas durante
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el curso normal de su ciclo de vida (Frazier, 1999). El hecho de que se haya encontrado
una mayor contribucion de las UM de RNVer y CmCu (ambas con tamafios
poblacionales grandes) del golfo de México a los sitios de agregacion cercanos de
Florida y Carolina del Norte, pudiese deberse a la combinacion de los patrones de
corrientes, junto con una tendencia de las tortugas marinas por moverse hacia sitios de
desarrollo cercanos a las playas de origen una vez que alcanzan la madurez (Bass y
Witzell, 2000), ya que el comportamiento filopatrico en su etapa juvenil las estard
acercando a su sitio natal permitiendo que se alimenten en lugares cada vez mas
préximos. Sin embargo, otra explicacion pudiera estar relacionada al papel de las
corrientes marinas en la dispersion de las tortugas marinas antes de establecerse en un
sitio de alimentacion. Luke et al. (2004) concluyeron que las grandes contribuciones de
las poblaciones de Florida, Aves/Surinam e Isla Ascension al sitio de alimentacion en
Barbados, obedece a que este sitio se encuentra en el punto donde las corrientes Nor y
Sur-ecuatorial convergen, provocando grandes giros en el Atlantico norte que
desembocan en Barbados. Usando el método Many-to-many, tanto los resultados de este
trabajo como los de Bolker et al. (2007) demuestran una disminucion por parte de la
colonia de Florida, compensada con un aumento por parte de Costa Rica y algunas
colonias del Atlantico Sur, cuyo nimero de hembras/afio es mayor. En el golfo de
México, la Corriente del golfo se desplaza con gran velocidad hacia el Atlantico norte,
lo que pudiese provocar que en los sitios de agregacion de Florida y Carolina del Norte,
haya un mayor aporte de colonias mexicanas incluyendo QR/Enc y menos hacia sitios
que, aun estando dentro del Gran Caribe, no reciben influencia de esta corriente.

En lo que respecta al Atlantico Sur, la corriente Sur-ecuatorial llega con fuerza
alimentando a la corriente de Brasil, lo cual pudiera explicar que los sitios de
alimentacion de Brasil tengan un gran aporte por parte de la colonia de Isla Ascension.
Este flujo proveniente del hemisferio sur converge con el flujo tropical que llega del
este hacia el Caribe en forma de la Corriente de Canarias, por lo que la Corriente del
golfo inicia su recorrido desde el norte de Cuba. Esto pudiera explicar la presencia de
haplotipos del linaje del Atlantico sur en colonias insulares del golfo de México, asi
como el haplotipo CM-A27 en Alacranes y que habia sido visto en colonias cubanas.

Los resultados bajo la segunda modalidad (“rookery-centric”) han demostrado,
al igual que Bolker et al. (2007), que los individuos de C. mydas de las colonias
analizadas, preferencialmente se congregan en sitios de alimentacion dentro de la regién

donde ocurren sus playas de origen, coincidiendo nuevamente con el patron de
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corrientes marinas. El programa ademas estima una porcion que debe distribuirse en
sitios de alimentacion desconocidos (fuera del conjunto de sitios evaluados), notandose
un mayor aporte de aquellas colonias con haplotipos no presentes en ningdn sitio de
alimentacion, como Chipre. Evidentemente, hace falta realizar estudios de mas sitios de
alimentacion.

En general, con el actual conocimiento de la composicion haplotipica de las
colonias de C. mydas del golfo de México y tomando en consideracion el tamafio
poblacional, se ha observado una considerable contribucion por parte de las UM
identificadas en este estudio, informacidn que anteriormente no estaba disponible.

El tener conocimiento de las rutas migratorias de las poblaciones de tortuga
verde del golfo de México, aporta fundamentos cientificos no s6lo para la toma de
decisiones sobre manejo y conservacion de las poblaciones de la especie en el pais, sino
también demandan una responsabilidad compartida en la conservacion de Chelonia
mydas en habitats en aguas internacionales y con los otros paises. De acuerdo a Moritz
(1994), el reconocer las unidades genéticas discretas es de gran relevancia para
implementar estrategias de manejo de acuerdo a las necesidades que cada una de ellas

demande.
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9. CONCLUSIONES.

1.  Se observd una marcada estructuracion genética entre las poblaciones de
C. mydas en el golfo de México, identificando por primera vez un total de 4 unidades de
manejo en la region caracterizadas a través de diferentes metodos de diferenciacion
genética y modelos evolutivos.

2.  Las colonias de tortuga verde del golfo de México mostraron valores de
diversidad genética dentro del ambito observado para la especie, a excepcién de las dos
colonias insulares del area (CA y Alacranes) las cuales presentaron valores altos tanto
de diversidad haplotipica como nucleotidica. Esto se explica por la presencia de
diversidad de linajes evolutivos a través de haplotipos singulares que podrian ser
resultado de inmigraciones de individuos pertenecientes a colonias distantes, fallando a
su filopatria, y que han desaparecido o de las que no se reporteas analizado. Estos
resultados favorecen la hipotesis que colonias ubicadas en islas son mas susceptibles a
la introgresion porque tipicamente presentan pequefios tamarios poblacionales, ademas
de situarse dentro de regimenes oceanograficos que propician el acarreo de
colonizadores potenciales. No obstante, por la composicién genética de dichas colonias
se establecié que son genéticamente aisladas del conjunto actual de poblaciones.

3. Laidentificacion de la ubicacion de barreras geogréaficas al flujo génico a
partir de las diferencias genéticas entre poblaciones (por los programas BARRIER y
SAMOVA), corroboran la estructura encontrada en el golfo de México, observando
barreras que separan a las colonias de Veracruz y Tamaulipas en un solo grupo, asi
como a Costa Rica, Quintana Roo y Florida, cada una como una poblacién
independiente respeto del resto de las colonias de la region.

4.  El flujo génico entre las colonias de tortuga verde del golfo de México
fue alto entre las ubicadas en el norte de la regién y entre las del sur, notdndose un
patron generalizado de interrupcion reciente de flujo genico partiendo de un modelo
metapoblacional en donde la diferenciacion entre las colonias se debe a factores como
colonizaciones 0 su exposicion al sistema de corrientes oceanograficas, como fue el
caso de las colonias de cayo Arcas y Alacranes. Los valores de Nm relativamente altos
entre colonias de la zona oriental del golfo de México y la unidad de manejo de Costa
Rica reflejan una ancestria comun, relativamente reciente.

5. Las pruebas mismatch indicaron que las distribuciones son unimodales

para las colonias del norte del Caribe Occidental (Florida y RNVer), sugierendo

121



poblaciones que pasaron por un cuello de botella o evento fundador seguidos de una
expansion reciente; y bimodales para las del sur de la region (desde CmCu hasta Costa
Rica) sugiriendo que se trata de colonias en equilibrio demografico o sin crecimiento.
La estimacion del tiempo en el cual pudo ocurrir la contraccion de todas las poblaciones
del golfo de México en conjunto se estimé en 49,600 afios.

6.  Un caso particular fueron los resultados para las colonias insulares (cayo
Arcas y Alacranes) cuyos resultados de mismatch fueron extremos. A pesar de que los
resultados de este analisis también indican que se apegan al modelo de expansion
stbita, se considera que la mejor explicacion para su composicion genética incluyente
de haplotipos relativamente diferenciados (los valores mas altos de z) seria mas bien
una introgresion historica de genes de otras colonias, en lugar de la inferencia de
evolucion local por estos modelos.

7. En la basqueda del modelo evolutivo que pudiera explicar la estructura
encontrada en las poblaciones de tortuga verde del golfo de México, se concluyd que
ésta no obedece a un modelo simple de aislamiento por distancia a través de la prueba
de Mantel, al observar principalmente algunos casos de colonias cercanas que
manifestaron diferencias genéticas significativas y, por el contrario, colonias distantes
geograficamente que arrojaron valores de distancias genéticas bajos. Para el caso
particular de las dos colonias insulares, se concluyd que los postulados de la teoria de
biogeografia de islas no explican la composicion genética encontrada en las mismas.
Con base en lo encontrado, el modelo que mejor aplicaria para las poblaciones de
tortuga verde de las colonias estudiadas, es el de una inmigracion historica y no
precisamente un modelo evolutivo local.

8.  El esclarecimiento de las unidades de manejo para la especie en el golfo
de México obtenida por el presente estudio ofrece una mayor veracidad en la estimacién
de la contribucion de los stocks mexicanos a los sitios de alimentacion reportados para
la especie a lo largo del Atléantico.

9.  Los anélisis de mezclas de stocks para sitios de alimentacion en la region
indican que las poblaciones del golfo de México se alimentan en sitios principalmente
ubicados dentro del Gran Caribe, particularmente en aguas de las costas del SE de los
Estados Unidos.
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10. RECOMENDACIONES.

1.  Considerando que antes del presente estudio se pensaba que todas las
colonias de tortuga verde dentro del pais pertenecian a una sola poblacion, y los planes
de manejo y conservacion eran principalmente enfocados a las colonias mas grandes,
con base en los resultados de este estudio resulta indispensable enfocar estrategias
especificas para cada una de las cuatro UM identificadas. Esto es particularmente
importante para las poblaciones de cayo Arcas y Alacranes que han manifestado
caracteristicas especiales en su composicién haplotipica, estin mas aisladas y
posiblemente requiera un esfuerzo logistico especial.

2. Aumentar el nimero de muestra de aquellas colonias con un tamafio
muestral pequefio o de las que se obtuvo de una sola temporada, lo cual impidio el
analisis comparativo entre los dos afios que abarcé este estudio para facilitar el
esclarecimiento de algunas ambigliedades presentes en los analisis de diferenciacion
genética interpoblacional.

3. Que en los estudios subsecuentes que se realicen con Chelonia mydas
empleando la misma herramienta molecular, sea utilizado el fragmento de 800 pb
analizado en este trabajo para hacer comparables los resultados a un mismo nivel de
resolucion y garantizar el andlisis abarcando los polimorfismos en toda la extension de
la region control.

4. Debido a las extensas migraciones que se sabe realiza la especie,
abarcando incluso aguas territoriales de varios paises, se recomienda el empleo de
marcadores moleculares nucleares, como los microsatélites que, por su alta tasa de
mutacion, se supone permite registrar conectividad entre poblaciones con una mayor
resolucion. Ademas, por ser biparentales, podria adicionar el conocimiento del
comportamiento y dmbito geogréfico de las migraciones de los machos a la nueva

evidencia derivada del presente estudio.
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11. GLOSARIO.

Alelo - Cada una de las versiones alternativas de un gen en un locus determinado. Los diferentes
alelos producen variaciones en los rasgos heredados, por ejemplo el color de los ojos o los
grupos sanguineos. Cada individuo tiene dos alelos de cada gen, un alelo heredado del padre y

el otro de la madre.

Adenina — Una de las cuatro bases nitrogenadas que componen el ADN. La adenina siempre se

une con la Timina en la doble hélice.

ADN (Acido Desoxirribonucleico) - Polimero de desoxirribonucledtidos unidos por enlaces 5’-
3’ fosfodiéster. Es uno de los dos &cidos nucleicos naturales conocidos y la molécula que

almacena la informacion genética por excelencia en los seres vivos.

ADN mitocondrial (ADNmit) — Material genético circular cerrado de doble cadena que se
localiza en el interior de las mitocondrias celulares, y consta de aproximadamente 16500 pb. Se
hereda via materna, es decir, que tanto hembras como machos lo presentan, pero Unicamente las
hembras pueden heredarlo a generaciones subsecuentes. Esto se debe a que durante la
fecundacion, es el 6vulo el que aporta el citoplasma al cigoto, y es en el citoplasma donde se

localizan las mitocondrias.

ADN polimerasa - Enzima que cataliza la extension del extremo 3’ de una hebra de ADN sobre
una plantilla de ADN complementario, con liberacién de un pirofosfato (o difosfato, formado

por los fosfatos By y del dNTP recién afiadido al extremo 3’-OH de la hebra creciente.

Aminoacido - Unidad estructural de una proteina. Es un &cido organico compuesto de un grupo
amino (-NH,), un grupo carboxilo (-COOH), un dtomo de hidrégeno (-H) y un grupo distintivo
o radical (-R) unidos a un atomo de carbono central (denominado ‘carbono alfa’ por ser
adyacente al grupo carboxilo; no marcado en la figura). En un medio acuoso de pH neutro, los
aminodacidos individuales existen predominantemente como iones bipolares o dipolos

(zwitteriones).

Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) — Diferentes analisis jerarquicos de la varianza

molecular para evaluar el grado de estructura genética de una poblacion.

Arbol genealégico — Esquema que muestra las relaciones ancestrales y la transmision de

caracteres genéticos en una familia a lo largo de varias generaciones.
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ARN (Acido Ribonucleico) - Molécula sintetizada a partir del molde de ADN; contiene el
azUcar ribosa en lugar de la desoxirribosa presente en el ADN. Hay tres tipos fundamentales de
ARN: mensajero (ARNm), transferente (ARNLt) y ribosémico (ARN).

Base nitrogenada - Cualquiera de los compuestos quimicos nitrogenados que constituyen los
acidos nucléicos. Existen dos tipos de bases nitrogenadas: purinas, (adenina y guanina); y

pirimidinas (citosina y timina en el ADN y uracilo en el ARN).

Caracter — Atributo fenotipico observable de un organismo. Cualquier variacién fenotipica

detectable de un atributo hereditario concreto.

Citosina - Una de las cuatro bases que componen el ADN. La citosina siempre se empareja con

la guanina.

Cladograma — Diagrama, en forma de arbol estilizado, que muestra las relaciones histéricas

entre los taxones.

Cuello de botella — Reduccién en el tamafio de una poblacion que puede tener una mayor
influencia en la variacion genética debido a la relacion entre la deriva génica y el tamafio

poblacional.

Delecién - Alteracién genética consistente en la pérdida de un segmento de ADN. Su magnitud
es variable, pudiendo ser tan pequefias como un solo par de bases o tan grandes que afecten a

uno 0 Mas genes.

Densitometria - Método para identificar la dosis o la expresidn génica mediante la medicion de
la absorcion de la luz en una autorradiografia (pelicula) de una banda (o mancha) que representa

el ADN, el ARN o una muestra de proteinas.

Deriva génica — Fuerza que reduce la heterocigosidad por la pérdida aleatoria de alelos. Esta
inversamente relacionada al tamafio de la poblacién. Poblaciones infinitamente grandes no
experimentaran deriva génica, mientras que en poblaciones pequefias son mas grandes los

efectos de la deriva.

Desnaturalizacién - Desplegamiento total o parcial de la conformacién nativa de un
polipéptido, una proteina o un acido nucleico. Las proteinas con estructura terciaria, como lo
son casi todas las enzimas y proteinas que desempefian funciones de regulacién, se
desnaturalizan o despliegan al ser calentadas o cuando varia el pH de la disolucion en la que se
encuentran. Puede ser un proceso irreversible, que se acompafa de la pérdida de la actividad

biolégica y de la solubilidad de la molécula. En el caso de los acidos nucleicos, no se considera
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desnaturalizacién la pérdida de superenrollamiento, pero si la desaparicion de los puentes de

hidrégeno entre cadenas complementarias.

Desoxinucledsido trifosfato (ANTP) - Ester trifosforico de un nucleésido cuyo azucar es la
desoxirribosa. Los méas comunes son cuatro: la desoxiadenosina-5’-trifosfato (dATP), la
desoxiguanosina-5’-trifosfato (dGTP), la desoxicitidina-5’-trifosfato (dCTP) y la timidina-5’-
trifosfato (dTTP).

Diploide - Dotacién cromosdmica consistente en la presencia del nimero total de cromosomas

en una célula somatica.

Distribuciones Mismatch — Cuenta el nimero de diferencias entre cada par de secuencias en

una poblacién y el resultado permite la construccién de un histograma.

Diversidad genética — Heterocigosidad esperada. Es la medida de variacion genética en una

poblacion.

Efecto fundador — Se refiere a una alta frecuencia de un alelo particular en una poblacion,
después de haber estado presente en uno 0 méas miembros de un pequefio nimero de individuos

de los cuales la poblacion es descendiente.

Electroforesis — Técnica utilizada para separar moléculas (proteinas o acidos nucleicos) por su
migracién diferencial en una fase estacionaria sometida a un campo eléctrico. Segun el material

utilizado, permite la separacion por peso o polaridad, permitiendo distinguir las variantes.

Endemismo — Que s6lo ocurre en una localidad limitada. Las especies en las islas a menudo son
endémicas (que no se han encontrado en continente adyacente). En general, altos niveles de

endemismo sugieren una historia de aislamiento geografico.

Estadisticos F — Herramienta que utiliza las frecuencias alélicas de diferentes localidades
geograficas para estudiar el flujo génico o cuantificar la subdivisién de la poblacion, ya que
muestra una relacion no lineal entre flujo génico y el grado de diferenciacion genética entre las

subpoblaciones.

Fenotipo - Caracteristicas fisicas y/o bioquimicas observables de la expresion de uno o varios

genes. Conjunto de rasgos clinicos de un individuo con un genotipo determinado.

Flujo génico — Movimiento de alelos de una poblacién a otra, causando una similitud entre

ambas. La migracion genética es la principal causa del flujo de genes.
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Gen — En términos mendelianos: la unidad hereditaria de un organismo que gobierna el
desarrollo de un caracter y puede existir en formas alternativas. En términos moleculares: la
secuencia de ADN o de ARN que codifica uno o varios productos capaces de desempefiar una
funcion especifica generalmente fuera de su lugar de sintesis. Estos productos pueden ser
polipéptidos (es el caso de la mayoria de los genes) 0 ARN (ARNt, ARNT).

Genealogia — Conjunto de linajes de un numero de alelos durante cierto periodo de tiempo,

mostrando la relacion genética entre los alelos. Un sinénimo es arbol de colascencia.

Genoma - Conjunto de los genes de un individuo o una especie contenida en un juego haploide

de cromosomas.

Genotipo — Los alelos presentes en un individuo en un locus bajo consideracion.

Alternativamente, la suma de todos los alelos presentes en un genoma.

Grupo externo (outgroup) — Taxdn que filogenéticamente se encuentra fuera del clado de
interés. Cuando se utiliza un grupo externo en analisis de filogenia, el grupo interno se supone

implicitamente monofilético.

Guanina - Una de las cuatro bases que componen el ADN. La guanina siempre se empareja con

la citosina.
Haploide - La mitad del nimero diploide o normal de cromosomas en una célula somatica.

Haplotipo - Conjunto de alelos contenidos en un locus (o en varios loci) de una misma dotacion
haploide. El haplotipo podemos referirlo a un solo locus o0 a un genoma completo pero siempre

se refiere a uno de los dos alelos de cada gen.

Insercion - Anomalia cromosdmica en la que el material de un cromosoma se inserta en otro
cromosoma; mutacion en la que se inserta un segmento de ADN en un gen o en otro segmento

de ADN, alterando potencialmente la secuencia codificante.
Indel — Acrénimo formado a partir de insercion-delecion (insertion-deletion).

Ladder — Serie de fragmentos de tamafio conocido que al correrlos en un gel, permite que el
tamafio de los fragmentos de muestras de ADN se ejecuten en otras lineas. Definido como un

indicador de peso molecular conocido.

Ligamiento — En una poblacion, es la herencia simultanea y transmitida de un conjunto de
marcadores de ADN especificos a lo largo de generaciones sucesivas sin que se produzca

recombinacion entre ellos.
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Linaje — Linea de ascendencia de un determinado alelo a través de muchas generaciones.

Locus - Posicion que un gen ocupa en el cromosoma o en la molécula de &cido nucleico que

funciona como material hereditario.

Marcador genético - Cualquier gen de expresion fenotipica facilmente distinguible que sirva
para identificar al individuo o a la célula que lo lleva, o como sonda para marcar un nucleo
celular, un cromosoma o un locus. En esta acepcion es practicamente sinénimo de ‘marcador

molecular’.

Microsatélite - Segmentos repetitivos de ADN que comprenden de dos a cinco nucledtidos
(repeticiones de dinucledtidos/trinucledtidos/ tetranucledtidos/ pentanucledtidos) dispersos por
todo el genoma en las regiones no codificadoras que hay entre o dentro de los genes. Se utilizan
frecuentemente como marcadores en el andlisis de ligamiento debido a que el nimero de

repeticiones es polimdrfico entre los individuos de una poblacion.

Migracion — En genética de poblaciones, migracion significa el movimiento continuo de genes

dentro y fuera de una poblacion.

Mitocondria — Organulo citoplasmico, autoreproducible, que se encuentra en las células

eucariotas y que es el lugar de la sintesis del ATP.

Mutacion - Cualquier cambio que modifica la secuencia de bases de un gen. Este cambio no
redunda necesariamente en una modificacion del producto o de la funcion del producto que el

gen codifica, como es el caso de las mutaciones génicas silenciosas.

Nucleésido - Compuesto organico constituido por una base nitrogenada (puarica, derivada de la
purina, o pirimidinica, derivada de la pirimidina) enlazada mediante el nitrogeno 1 de la
pirimidina o el nitrégeno 9 de la purina al carbono 1 de una 2-desoxi-D-ribosa o de una D-
ribosa a través de un enlace N-glucosidico de configuracion B. Segun que el azlcar sea la ribosa
0 la desoxirribosa, el nucleésido resultante se denomina ribonucledsido (ribonucleoside) o

desoxirribonucledsido (deoxyribonucleoside).

Nucle6tido - Molécula compuesta por una base nitrogenada (adenina, guanina, timina o citosina
en ADN; adenina, guanina, uracilo o citosina en ARN), un grupo fosfato y un azlcar
(desoxirribosa en ADN; ribosa en ARN). EI ADN y el ARN son polimeros de muchos

nucleoétidos.
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Oligo (cebador o primer) - Una secuencia corta de oligonucle6tidos que se utiliza en la reaccion

en cadena de la polimerasa (PCR) para la creacién de moléculas mas largas de ADN.

Par de bases (pb) - Dos bases nitrogenadas unidas mediante enlaces débiles en el ADN de
cadena doble; el emparejamiento especifico de estas bases (adenina con timina y guanina con
citosina) hace posible la replicacion exacta del ADN; la cuantificacion de los pares de bases se

refiere a la longitud fisica de una secuencia de nucle6tidos.

Polimorfismo — Un locus es polimérfico si varia en una poblacion. Formalmente, un locus

polimérfico debe tener al menos dos alelos con frecuencia P >1%.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) - Procedimiento que
genera millones de copias de un segmento corto de ADN mediante ciclos repetidos de : (1)
desnaturalizacién del ADN, (2) acoplamiento de los cebadores (oligonucleétidos sintéticos) y

(3) extensién mediante la accion de la ADN polimerasa.

Recombinacién - Intercambio de un segmento de ADN entre dos cromosomas homologos
durante la meiosis (aunque en algunas ocasiones se puede dar en mitosis), cuyo resultado es una

combinacion nueva de material genético en el gameto.

RFLP’s (Restriction Fragment Length Polymorphism) — Polimorfismo de la longitud de
fragmentos de restriccion. Diferencia que se observa entre los mapas de restriccion de dos
individuos debida a la longitud distinta de algunos fragmentos de restriccion. Puede utilizarse

como marcador genético.

Regidon control — Region no codificante del ADN mitocondrial conocida también como d-loop.
Consta de aproximadamente 1122 pb. Destaca por su elevada tasa de mutacion y por ser muy

variable entre las diferentes poblaciones.

Secuencia - Orden de unién de los mondmeros en un biopolimero, por ejemplo, el orden de
amino&cidos en un polipéptido (del extremo N al extremo C) o de nucle6tidos en una hebra de

acido nucleico (del extremo 3’ al extremo 5”).

Secuenciacion quimica - Procedimiento quimico desarrollado para determinar la secuencia
nucleotidica de una hebra de ADN. De forma resumida, consiste en marcar con 32P uno de los
extremos de la hebra de ADN (por ejemplo, el extremo 5’) cuya secuencia de nucleétidos se
quiere determinar (el ADN de partida puede ser monocatenario o bicatenario; en este Ultimo

caso solo una de las hebras debe estar marcada en el extremo 5’ 0 3’ elegido).
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Sitio de restriccion - Secuencia de ADN que es reconocida por una endonucleasa (una proteina

que corta el ADN) como el lugar en el que se cortarad el ADN.
Sustitucion — Es la mas comun de las mutaciones, donde sélo un par de bases cambia.

Taq polimerasa - Enzima encargada del copiado de las cadenas a partir de los cebadores. Se
trata de una DNA polimerasa purificada de la bacteria termdéfila "Thermus aquaticus”, y que por

lo tanto es estable a temperaturas superiores a los 90°C.

Timina - Una de las cuatro bases que componen el ADN. La timina siempre se empareja con la

adenina.

Transicién - Sustitucion de una base purica por otra parica (A por G o G por A) o de una base
pirimidinica por otra pirimidinica (T por C o C por T) de modo que el eje purico-pirimidinico se
preserva. Se debe a fenémenos como la tautomeria o la desaminacion, o a la presencia de

analogos de precursores de nucleétidos en el medio (por ejemplo, los andlogos de base).

Transversion — Sustitucion de una purina por una pirimidina y viceversa, de modo que el eje

parico-pirimidinico se invierte.

Paginas y literatura consultada para recabar la informacion:

http://www2.math.su.se/matstat/biostat/BMC2/section2/genetic%20glossary.pdf

http://www.institutoroche.es/glosario.php?paraulal=a

http://www.medtrad.org/glosarios/bio_molecular/Glosario/

http://www.uwyo.edu/dbmcd/popecol/Maylects/PopGenGloss.html

http://www.ucl.ac.uk/~ucbhjow/b241/glossary.html

Hernandez-Bafios, B. E., M. Honey-Escanddon, M. N. Cortés-Rodriguez y G. Garcia-Deras. La
Ecologia molecular de plantas y aves. Filogeografia de aves mexicanas. 15: 467-495.

Klung, W. S. y M. R. Cummings (1999). Conceptos de Genética. Quinta Edicion. Prentice Hall.
P: 814
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13. ANEXOS.
ANEXO |

Coleccidn y preservacion (sin refrigerar) de tejido sélido para analisis genético del

ADN
(Modificado del protocolo de Brian Bowen)

METODOS PARA LA COLECTA DE TEJIDO:

1. Colectar unos cuantos gramos de tejido. Generalmente es suficiente una muestra del
tamario de una canica.

2. Rebanar el tejido con la navaja para favorecer la penetracion del buffer.

3. Meter el tejido en un tubo rotulado conteniendo buffer SED.

4. Se puede almacenar las muestras a temperatura ambiente durante varios meses, 0 en
refrigerador hasta un afio. Evitar la exposicion al calor o luz solar.

5. Revisar que queden bien sellados los tubos y guardarlos en doble bolsa de pléstico

cerrada herméticamente para evitar fugas.

PREPARACION DEL BUFFER SED

1. Afadir 180 g de EDTA-Nas a 1,400 ml de agua dest.

2. Ajustar el pH a 7.5 con Acido acético glacial 6
NaOH
3. Anadir 350 g de NaCl y disolver.

4. Afadir 400 ml DMSO (Dimetil sulfoxido).
5. Aforar a 2 litros con agua destilada.




ANEXO I

Coleccion y preservacion (sin refrigerar) de sangre para analisis genético del ADN
(Moadificado del protocolo de Brian Bowen y de White & Densmore, 1992)

Meétodos para la colecta de sangre:

1. Colectar 1-2 ml de sangre del adulto ¢ 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
proporcién 1:10 sangre:buffer.

3. Invertir cuidadosamente el tubo varias veces para mezclar. Algunas veces se
obtendra una solucion parcial de la sangre.

4. Se puede almacenar las muestras a temperatura ambiente durante varios meses, 0 en
refrigerador hasta un afio. Evitar exposicion al calor o luz solar.

5. Revisar que quedaron bien sellados los tubos y guardelos en doble bolsa de plastico

cerrada herméticamente para evitar fugas.

PREPARACION DEL BUFFER LITICO SDS

. 76.04 g de EDTA-Nay (conc. final 200mM).

1

2. 24.22 g de Tris (conc. final 200mM).
3. 1.17 g de NaCl (conc. final 10mM)
4. 20 g SDS (conc. final 1% pes/vol).

5

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




ANEXO 111

Extraccion de ADN utilizando Cloruro de Litio (LiCl)
(Aijanabi y Martinez, 1997)

[EEN

. Cortar ~50 mg de tejido con una navaja tan finamente como sea posible. Si se usa
sangre en buffer de lisis, tomar 200 ul de sangre. Si la sangre esta congelada es mas
sencillo tomar este volumen raspando el material congelado y transferirlo a un tubo
vacio para medir el volumen aproximado contra las marcas al lado del tubo.

2. Colocar el tejido en un tubo Eppendorf de 1.5 ml y agregar 350 pul de buffer de
extraccion (100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, 1% SDS, %0 mM EDTA, pH 8.0).
Asegurarse de que no queda nada de tejido adherido alrededor de la boca del tubo. Si
es sangre, aforar a 400 pl con buffer de extraccion (es decir, afiadir 200 ul del
buffer).

3. Agregar 20 pl de proteinasa K (20 mg/ ml) y agitar brevemente.

&

Colocar en bafio maria o en rotador en incubadora a 55 °C toda la noche o hasta que
el tejido esté suficientemente digerido.

Agregar 300 pl de LiCl 5M vy agitar a temperatura ambiental por un minuto.

Agregar 600 pl de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y agitar brevemente.
Mezclar en el rotador a temperatura ambiente durante 30 minutos aproximadamente.

Centrifugar a 13,000 X g por 15 minutos.

© 0o N o O

Extraer con pipeta 500 ul de la capa acuosa (parte superior) y transferir a un nuevo

tubo eppendorf de 1.5 ml. Tener cuidado de no extraer material de la interfase (capa

media). En caso de extraer parte de esta, regresar la muestra al tubo y centrifugar por

5 minutos para después repetir este paso.

10. Agregar 50 pl de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y 1000 pl de etanol al 100% frio.

11. Invertir el tubo varias veces y colocarlo en el congelador a -20 °C por lo menos una
hora (o 30 minutos a -80°C). También puede dejarse toda la noche

12. Centrifugar a maxima velocidad por 20 minutos. Para obtener mayor cantidad de
ADN puede ponerse una centrifuga pequefia en el refrigerador (4 °C).

13. Remover el liquido del tubo teniendo cuidado de no perder el pellet de ADN.

14. Agregar 750 ul de etanol al 70% y mezclar por 15 minutos a temperatura ambiente.

15. Centrifugar a maxima velocidad por 5 minutos.

16. Remover el etanol con sumo cuidado.



17. Secar el pellet en centrifuga de vacio por 10 minutos o hasta que esté seco.

18. Agregar 50 ul de TE 1x pH 8.0 para resuspender el pellet. Si se nota que hay
mucho DNA se debe aumentar la cantidad de TE.

19. Permitir que el pellet se resuspenda a 4 °C durante la noche o 30 minutos a
temperatura ambiente.

20. Mezclar la muestra para asegurar que el pellet esta totalmente disuelto.

21. Para estimar la calidad y cantidad de ADN, correr un minigel de agarosa 1% (3 pl
de ADN y 2 ul de loading buffer).
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ANEXO IV

Método de densitometria para medir concentracion de ADN

Hacer una dilucion 1:10 de cada muestra de ADN.

Poner 2 ul de muestra mas 2 ul de Dye por pozo.

Poner 5 ul de Ladder.

Correr la electroforesis durante 1:20 hr a un voltaje de 48-50 V, en el caso del
ADN, y durante 1:30 hr a un voltaje de 37 V, en el caso de la PCR.

Sumergir el gel en la solucion de Bromuro de Etidio durante 30 minutos.

Tomar la foto.

Pasar la imagen al programa COREL Photo Paint-12. Separar en canales RGB y
utilizar el Rojo. Invertir los colores. Guardar en formato Tif.

Exportar imagen al programa SCION Image. Medir en una escala de Pixeles.
Tomar el area de cada banda (Ladder, muestras de ADN y blanco).

Cargar los resultados en la plantilla de Excel, y ubicarlos en la posicion que les

corresponda para que efectue los calculos.



ANEXO V

Protocolo de purificacion de productos de PCR con el Kit MinElute de Qiagen

1. Colocar 5 volumenes de buffer PBI por cada 1 volumen de la reaccion de
PCR y mezclar. No es necesario remover aceites minerales o keroseno. Ej. a 50
ul de la reaccion de PCR (no incluyendo aceite) adicionar 250 ul de Buffer PBI.

2. Asegurarse que el color de la mezcla sea amarillo (parecido al Buffer PBI
sin la muestra de PCR). Si el color de la mezcla es naranja o violeta, adicionar
10 pl de acetato de sodio 3M, pH 5.0, y mezclar. El color de la mezcla se debe
tornar amarilla.

3. Poner una columna MinElute en uno de los tubos de colecta de 2 ml y
colocarlo en un rack apropiado.

4. Para pegar (asociar) el ADN, aplicar la muestra en la columna MinElute y
centrifugar' por 1 min. Para tener méxima recuperacion, transferir todas las
trazas de la muestra a la columna.

5. Desechar el fluido que pasa por la columna. Poner la columna MinElute de
regreso en el tubo de colecta.

6. Para lavar, agregar 750 ul Buffer PE a la columna MinElute y centrifugar
por 1 min.

7. Desechar el fluido que pasa por la columna y poner la columna MinElute de
regreso en el tubo de colecta. Centrifugar la columna por 1 min. mas a
maxima velocidad.

IMPORTANTE: EI etanol residual del Buffer PE no sera
completamente eliminado a menos que el fluido que pasa sea desechado antes de
la centrifugacion adicional.

8. Poner la columna MinElute en un tubo limpio de microcentrifuga de 1.5 ml.

9. Para eluir el ADN, afadir 10 ul de Buffer EB (10 mM Tris-Cl, pH 8.5) o
agua al centro de la membrana, dejar que la columna repose por 1 min. y
luego centrifugar por 1 min.

IMPORTANTE: Asegurar que el buffer de elusion se dispensa
directamente al centro de la membrana para lograr una completa elusion del
ADN pegado (asociado). EI volumen promedio de la elusion resultante es de 9
ul a partir de un volumen de 10 ul de buffer de elusion.

La eficiencia de la elusion depende del pH. La méaxima eficiencia de ésta
se consigue entre pH 7.0y 8.5.

Si se estara analizando el ADN en una gel, agregar 1 volumen de
LOADING DYE a 5 volumenes de ADN purificado. Mezclar la solucion
pipeteando arriba y abajo antes de cargar la gel.

El dye de carga (loading dye) contiene 3 tintes marcadores (bromofenol azul,
cyanol de xileno y naranja G) que facilita estimacion de la distancia de
migracion del ADN vy la optimizacion del tiempo de corrida en la gel de agarosa.

1 . . . . .
Todos los pasos de las centrifugaciones son de > 10,000 x g en una microcentrifuga convencional a
temperatura ambiente.



ANEXO VI
Base de datos de las muestras generadas para la investigacion

Fecha de Nam Nam. Fecha Fecha Clave NUm Fecha Nam.

Pref. Tejido ingreso cat de marca desove colecta $exo0 Habitat nido Estado Region extraccion PCR Haplotipo Observaciones
Cm H 14/11/2006 346 XQ804 Y XQ805 14/06/2006 03/08/2006 | Crias | Anidacion 17 Cayo Arcas Campeche GM 15/11/2006 | 25/06/2007 H950/LCM15382 4056 CM-A3 La long. del caparacho de las 14 sig. Muestras
Cm H 14/11/2006 347 FPF122 Y XJ885 15/06/2006 | 07/08/2006 [ Crias | Anidacién 19 Cayo Arcas Campeche GM 15/11/2006 | 25/06/2007 H950/LCM15382 | 4057 CM-A5 tomadas de las crias.
Cm H 14/11/2006 348 XQ811Y FPF116 18/06/2006 07/08/2006 | Crias | Anidacién 25 Cayo Arcas Campeche GM 15/11/2006 25/06/2007 H950/LCM15382 4058 CM-A3 Estas 14 muestras
Cm H 14/11/2006 349 FPF198 Y XQ806 18/06/2006 12/08/2006 | Crias | Anidacion 23 Cayo Arcas Campeche GM 15/11/2006 | 25/06/2007 H950/LCM15382 4059 CM-A3 son de Cayo Arcas
Cm H 14/11/2006 350 XQ828 Y XQ829 25/06/2006 15/08/2006 | Crias | Anidacién 41 Cayo Arcas Campeche GM 15/11/2006 | 25/06/2007 H950/LCM15382 4060 CM-A3 (no traian identificacion)
Cm H 14/11/2006 351 XQ837 Y XQ838 01/07/2006 18/08/2006 | Crias | Anidacién 57 Cayo Arcas Campeche GM 15/11/2006 | 25/06/2007 H950/LCM15382 4061 CM-A3
Cm H 14/11/2006 352 XQ826 Y XQ825 04/07/2006 25/08/2006 | Crias | Anidacion 71 Cayo Arcas Campeche GM 15/11/2006 25/06/2007 H950/LCM15382 4062 CM-A47
Cm H 14/11/2006 353 XQ839 Y XQ841 05/07/2006 25/08/2006 | Crias | Anidacion 74 Cayo Arcas Campeche GM 15/11/2006 | 25/06/2007 H950/LCM15382 4063 | CM-A47
Cm H 14/11/2006 354 XQ842 Y FPF123 05/07/2006 28/08/2006 | Crias | Anidacién 75 Cayo Arcas Campeche GM 15/11/2006 | 25/06/2007 H950/LCM15382 4064 | CM-A47
Cm H 14/11/2006 355 XQ861 Y XQ862 13/07/2006 31/08/2006 | Crias | Anidacién 100 Cayo Arcas Campeche GM 15/11/2006 | 25/06/2007 H950/LCM15382 4065 CM-A3
Cm H 14/11/2006 356 XQ863 Y XQ864 13/07/2006 31/08/2006 | Crias | Anidacion 101 Cayo Arcas Campeche GM 21/11/2006 25/06/2007 H950/LCM15382 4066 CM-A3
Cm H 14/11/2006 357 XQ873 01/09/2006 03/09/2006 | Crias | Anidacion 105 Cayo Arcas Campeche GM 21/11/2006 | 25/06/2007 H950/LCM15382 4067 CM-A3 Muestras 12 y 13 repetidas
Cm H 14/11/2006 358 XQ873 01/09/2006 03/09/2006 | Crias | Anidacién 105 Cayo Arcas Campeche GM 21/11/2006 | 25/06/2007 H950/LCM15382 4068 | CM-A47
Cm H 14/11/2006 359 XQ936 Y XQ938 17/08/2006 08/10/2006 | Crias | Anidacién 204 Cayo Arcas Campeche GM 21/11/2006 | 25/06/2007 H950/LCM15382 4069 CM-A3
Cm M 14/11/2006 | 292A 14/07/2006 08/09/2006 | Crias | Anidacion 1 Chenkén Campeche GM 21/11/2006 25/06/2007 H950/LCM15382 4052 CM-A3
Cm M 14/11/2006 | 292B 14/07/2006 08/09/2006 | Crias | Anidacion 1 Chenkén Campeche GM 21/11/2006 Muestra repetida
Cm M 14/11/2006 | 292C 14/07/2006 08/09/2006 | Crias | Anidacion 1 Chenkéan Campeche GM 21/11/2006 Muestra repetida
Cm M 14/11/2006 | 293A 23/07/2006 17/09/2006 | Crias | Anidacién 2 Chenkén Campeche GM 21/11/2006 | 25/06/2007 H950/LCM15382 4053 CM-A3
Cm M 14/11/2006 | 293B 23/07/2006 17/09/2006 | Crias | Anidacion 2 Chenkén Campeche GM 21/11/2006 Muestra repetida
Cm M 14/11/2006 294 04/08/2006 28/08/2006 | Crias | Anidacion 3 Chenkén Campeche GM 21/11/2006 | 25/06/2007 H950/LCM15382 4054 CM-A3
Cm M 14/11/2006 295 09/08/2006 28/08/2006 | Crias | Anidacién 5 Chenkén Campeche GM 21/11/2006 | 25/06/2007 H950/LCM15382 4055 | CM-A18
Cm | M/C | 22/11/2005 76 FPF004 16/06/2005 06/08/2005 | Crias | Anidacién 26 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 05/07/2007 H950/LCM15382 4185 CM-A3
Cm | M/C 22/11/2005 77 19/06/2005 08/08/2005 | Crias | Anidacién [ CAJA 1 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 05/07/2007 H950/LCM15382 4186 CM-A3
Cm | M/C | 22/11/2005 78 XJ740 14/06/2005 07/08/2005 | Crias | Anidacion 19 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 02/03/2007 HI50/LTEI9 3563 CM-A3
Cm | M/C | 22/11/2005 78 XJ740 14/06/2005 07/08/2005 [ Crias | Anidacién 19 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 09/10/2006 HI50/LTEI9 3688
Cm | M/C | 22/11/2005 79 XJ739 14/06/2005 27/08/2005 | Crias | Anidacién 18 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 02/03/2007 H950/LTEi9 3564 CM-A3
Cm | M/IC 22/11/2005 79 XJ739 14/06/2005 27/08/2005 | Crias | Anidacion 18 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 [ 09/10/2007 HI50/LTEI9 3689
Cm | M/C | 22/11/2005 80 29/06/2005 20/08/2005 | Crias | Anidacion 58 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 02/03/2007 HI50/LTEI9 3565 CM-A3
Cm | M/C | 22/11/2005 80 29/06/2005 20/08/2005 | Crias | Anidacién 58 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 09/10/2007 HI50/LTEI9 3690 Muestra repetida
Cm | M/C | 22/11/2005 81 29/06/2005 28/08/2005 | Crias | Anidacién 54 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 02/03/2007 H950/LTEi9 3566 | CM-A18
Cm | M/IC 22/11/2005 82 29/06/2005 28/08/2005 | Crias | Anidacion 55 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 [ 02/03/2007 HI50/LTEI9 3518 CM-A3
Cm [ M/H | 22/11/2005 83 13/07/2005 29/08/2005 | Crias | Anidacion 90 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 05/07/2007 HI50/LTEI9 4187 CM-A3
Cm | M/H | 22/11/2005 84 13/07/2005 29/08/2005 | Crias | Anidacién 89 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 02/03/2007 HI50/LTEI9 3567 CM-A3
Cm | M/H | 22/11/2005 84 13/07/2005 29/08/2005 | Crias | Anidacién 89 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 09/10/2007 H950/LTEi9 3691 Muestra repetida
Cm | M/IC 22/11/2005 85 12/07/2005 29/08/2005 | Crias | Anidacion 84 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 [ 02/03/2007 HI50/LTEI9 3568 CM-A3
Cm | M/C | 22/11/2005 85 12/07/2005 29/08/2005 | Crias | Anidacion 84 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 09/10/2007 HI50/LTEI9 3692 Muestra repetida
Cm | M/C | 22/11/2005 86 12/07/2005 31/08/2005 [ Crias | Anidacién 83 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 07/03/2007 HI50/LTEI9 3569 CM-A3
Cm | M/H | 22/11/2005 87 12/07/2005 02/09/2005 | Crias | Anidacién 88 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 07/03/2007 H950/LTEi9 3570 CM-A3
Cm [ M/C/H| 22/11/2005 88 16/07/2005 06/09/2005 | Crias | Anidacion 96 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 [ 07/03/2007 HI50/LTEI9 3571 CM-A3
Cm | M/C | 22/11/2005 89 16/07/2005 06/09/2005 | Crias | Anidacién 97 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 05/07/2007 HI50/LTEI9 4188 CM-A3
Cm [ M/C/H| 22/11/2005 90 23/07/2005 08/09/2005 | Crias | Anidacién 110 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 05/07/2007 HI50/LTEI9 4189 CM-A3
Cm | M/C | 22/11/2005 91 BS908 23/07/2005 09/09/2005 | Crias | Anidacién 98 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 05/07/2007 H950/LTEi9 4190 CM-A3
Cm | M/C 22/11/2005 92 23/07/2005 10/09/2005 | Crias | Anidacion 109 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 [ 07/03/2007 HI50/LTEI9 3572 CM-A3
Cm | M/C | 22/11/2005 92 23/07/2005 10/09/2005 | Crias | Anidacion 109 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 09/10/2006 HI50/LTEI9 Muestra repetida
Cm [ M/C | 22/11/2005 93 XJ804 24/07/2005 10/09/2005 [ Crias | Anidacién 112 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 07/03/2007 HI50/LTEI9 3573 CM-A3
Cm | M/C | 22/11/2005 94 30/07/2005 11/09/2005 [ Crias | Anidacién 123 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 07/03/2007 H950/LTEi9 3574 | CM-A18
Cm | M/IC 22/11/2005 95 23/07/2005 11/09/2005 | Crias | Anidacion 99 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 [ 05/07/2007 HI50/LTEI9 4191 CM-A3
Cm | M/C | 22/11/2005 96 XJ811 28/07/2005 11/09/2005 | Crias | Anidacion 120 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 07/03/2007 HI50/LTEI9 3575 CM-A3
Cm | M/C | 22/11/2005 97 23/07/2005 12/09/2005 | Crias | Anidacién 100 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 07/03/2007 HI50/LTEI9 3576 CM-A3
Cm | M/C | 22/11/2005 98 31/07/2005 12/09/2005 | Crias | Anidacién 128 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 05/07/2007 H950/LTEi9 4192 CM-A3
Cm | M/IC 22/11/2005 99 30/07/2005 12/09/2005 | Crias | Anidacion 125 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 [ 07/03/2007 HI50/LTEI9 3577 CM-A3
Cm | M/H | 22/11/2005 100 03/08/2005 19/09/2005 | Crias | Anidacion 139 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 07/03/2007 HI50/LTEI9 3578 CM-A3
Cm | M/C | 22/11/2005 101 XJ713 23/07/2005 19/09/2005 [ Crias | Anidacién 104 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 07/03/2007 HI50/LTEI9 3579 CM-A3
Cm [ M/C | 22/11/2005 101 XJ713 23/07/2005 19/09/2005 | Crias | Anidacion 104 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 09/10/2006 HI50/LTEI9 3693 Muestra repetida
Cm | M/IC 22/11/2005 102 23/07/2005 19/09/2005 | Crias | Anidacién 105 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 [ 05/07/2007 HI50/LTEI9 4193 CM-A3
Cm | M/C | 22/11/2005 103 23/07/2005 19/09/2005 | Crias | Anidacion 104 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 07/03/2007 HI50/LTEI9 3580 CM-A3
Cm [ M/H | 22/11/2005 104 02/08/2005 24/09/2005 | Crias | Anidacién 131 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 07/03/2007 HI50/LTEI9 3581 CM-A3
Cm | M/C/H| 22/11/2005 105 02/08/2005 24/09/2005 | Crias | Anidacién 132 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 05/07/2007 H950/LTEi9 4194 CM-A3
Cm | M/C/H | 22/11/2005 106 04/08/2005 24/09/2005 | Crias | Anidacion 148 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 08/03/2007 HI50/LTEIi9 3583 No se pudo identificar




Pref. Tejido Fec|1a de Nam. Nam. Fecha Fecha Clave Habitat NQm. Region Feche}» Fecha Nam. Observaciones
ingreso cat de marca desove colecta sexo0 nido extraccion PCR PCR

Cm | M/C/H| 22/11/2005 106 04/08/2005 24/09/2005 | Crias | Anidacién 148 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 28/08/2006 HI50/LTEI9 3678

Cm | M/C/H| 22/11/2005 106 04/08/2005 24/09/2005 | Crias | Anidacién 148 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 09/10/2007 H950/LTEi9 3694

Cm [ M/C | 22/11/2005 107 08/08/2005 25/09/2005 | Crias | Anidacién 159 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 [ 08/03/2007 HI50/LTEI9 3584 No se pudo identificar

Cm | M/C | 22/11/2005 107 08/08/2005 25/09/2005 | Crias | Anidacion 159 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 28/08/2006 HI50/LTEI9 3679

Cm | M/C | 22/11/2005 107 08/08/2005 25/09/2005 | Crias | Anidacién 159 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 09/10/2006 HI50/LTEI9 3695

Cm | M/H | 22/11/2005 108 03/09/2005 25/09/2005 [ Crias | Anidacién 226 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 08/03/2007 H950/LTEi9 3585 No se pudo identificar

Cm | M/H 22/11/2005 108 03/09/2005 25/09/2005 | Crias | Anidacion 226 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 28/08/2006 HI50/LTEI9 3680 CM-A3

Cm [ M/C | 22/11/2005 109 XJ817 04/08/2005 28/09/2005 | Crias | Anidacion 143 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 08/03/2007 HI50/LTEI9 3586 CM-A3

Cm [ M/C | 22/11/2005 109 XJ817 04/08/2005 28/09/2005 [ Crias | Anidacién 143 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 28/08/2006 HI50/LTEI9 3681 Muestra repetida

Cm | M/C | 22/11/2005 109 XJ817 04/08/2005 28/09/2005 | Crias | Anidacién 143 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 05/07/2007 H950/LTEi9 4195 Muestra repetida

Cm | M/IC 22/11/2005 110 FS431 11/08/2005 28/09/2005 | Crias | Anidacion 171 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 [ 05/07/2007 HI50/LTEI9 4196 CM-A3

Cm | M/C | 22/11/2005 111 11/08/2005 28/09/2005 | Crias | Anidacion 172 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 05/07/2007 HI50/LTEI9 4197 CM-A3

Cm | M/C | 22/11/2005 112 BS908 11/08/2005 28/09/2005 [ Crias | Anidacién 169 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 08/03/2007 HI50/LTEI9 3587 Muestra repetida

Cm | M/C | 22/11/2005 112 BS908 11/08/2005 28/09/2005 [ Crias | Anidacién 169 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 28/08/2006 H950/LTEi9 3682 CM-A3

Cm [ M/C | 22/11/2005 113 XJ816 14/08/2005 28/09/2005 | Crias | Anidacion 183 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 [ 08/03/2007 HI50/LTEI9 3588 Muestra repetida

Cm | M/C | 22/11/2005 113 XJ816 14/08/2005 28/09/2005 | Crias | Anidacion 183 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 30/08/2006 HI50/LTEI9 3683 CM-A3

Cm | M/C | 22/11/2005 114 14/08/2005 29/09/2005 | Crias | Anidacién 186 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 05/07/2007 HI50/LTEI9 4198 CM-A3

Cm | M/C | 22/11/2005 115 14/08/2005 29/09/2005 | Crias | Anidacién 187 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 | 08/03/2007 H950/LTEi9 3589 Repetida/en alcohol

Cm [ M/C | 22/11/2005 115 14/08/2005 29/09/2005 | Crias | Anidacion 187 Isla Aguada Campeche GM 07/11/2005 [ 30/08/2006 HI50/LTEI9 3684 CM-A3 Muestras en alcohol

Cm | M/C/H| 22/11/2005 116 XJ730 10/08/2005 01/09/2005 | Crias | Anidacién 163 Isla Aguada Campeche GM 08/11/2005 | 08/03/2007 HI50/LTEI9 3590 Repetida/en alcohol

Cm [ M/C/H| 22/11/2005 116 XJ730 10/08/2005 01/09/2005 | Crias | Anidacién 163 Isla Aguada Campeche GM 08/11/2005 | 30/08/2006 HI50/LTEI9 3685 CM-A3 Muestras en alcohol

Cm | M/C/H| 22/11/2005 117 13/08/2005 01/09/2005 | Crias | Anidacién 181 Isla Aguada Campeche GM 08/11/2005 | 05/07/2007 H950/LTEi9 4199 CM-A3 Muestras en alcohol

Cm [ M/C/H| 22/11/2005 118 BS995 15/08/2005 01/09/2005 | Crias | Anidacion 189 Isla Aguada Campeche GM 08/11/2005 | 08/03/2007 HI50/LTEI9 3591 Repetida/en alcohol

Cm [ M/C/H | 22/11/2005 118 BS995 15/08/2005 01/09/2005 | Crias | Anidacién 189 Isla Aguada Campeche GM 08/11/2005 | 30/08/2006 HI50/LTEI9 3686 | CM-A18 Muestras en alcohol

Cm [ M/C/H| 22/11/2005 119 20/08/2005 01/09/2005 | Crias | Anidacién 203 Isla Aguada Campeche GM 08/11/2005 | 08/03/2007 HI50/LTEI9 3592 Repetida/en alcohol

Cm | M/C/H| 22/11/2005 119 20/08/2005 01/09/2005 | Crias | Anidacién 203 Isla Aguada Campeche GM 08/11/2005 | 30/08/2006 H950/LTEi9 3687 CM-A3 Muestras en alcohol

Cm [ M/C | 22/11/2005 120 XJ763 14/08/2005 01/09/2005 | Crias | Anidacion 184 Isla Aguada Campeche GM 08/11/2005 | 08/03/2007 HI50/LTEI9 3593 CM-A3 Muestras en alcohol

Cm | M/H | 22/11/2005 121 XJ772*,X3829 14/08/2005 01/09/2005 | Crias | Anidacién 185 Isla Aguada Campeche GM 08/11/2005 | 08/03/2007 HI50/LTEI9 3594 CM-A3 Muestras en alcohol

Cm | M/H 22/11/2005 122 XJ832 15/08/2005 01/09/2005 | Crias | Anidacion 190 Isla Aguada Campeche GM 08/11/2005 | 08/03/2007 H950/LTEi9 3595 CM-A3 Muestras colocadas en alcohol/*muestra sustituida por la otra

Cm [ M/H | 22/11/2005 122 XJ832 15/08/2005 01/09/2005 | Crias | Anidacién 190 Isla Aguada Campeche GM 08/11/2005 | 09/10/2006 HI50/LTEI9 3696 Muestra repetida

Cm [ M/H | 22/11/2005 123 15/08/2005 01/09/2005 | Crias | Anidacién 191 Isla Aguada Campeche GM 08/11/2005 | 08/03/2007 HI50/LTEI9 3596 CM-A3 Muestras en alcohol

Cm | M/H | 22/11/2005 123 15/08/2005 01/09/2005 | Crias | Anidacién 191 Isla Aguada Campeche GM 08/11/2005 | 09/10/2006 HI50/LTEI9 3697 Muestra repetida

Cm [ M/H | 22/11/2005 124 25/08/2005 08/09/2005 | Crias | Anidacién 210 Isla Aguada Campeche GM 08/11/2005 | 08/03/2007 HI50/LTEI9 3597 CM-A3 Muestras en alcohol

Cm | M/H | 22/11/2005 124 25/08/2005 08/09/2005 | Crias | Anidacién 210 Isla Aguada Campeche GM 08/11/2005 | 09/10/2006 H950/LTEi9 3698 Muestra repetida

Cm | M/H | 22/11/2005 125 XJ823 11/08/2005 08/09/2005 | Crias | Anidacién 167 Isla Aguada Campeche GM 08/11/2005 [ 08/03/2007 HI50/LTEI9 3598 CM-A3 Muestras en alcohol

Cm | M/H | 22/11/2005 125 XJ823 11/08/2005 08/09/2005 | Crias | Anidacién 167 Isla Aguada Campeche GM 08/11/2005 | 09/10/2006 HI50/LTEI9 3699 Muestra repetida

Cm A 14/11/2006 296 XQ671 12/07/2006 12/07/2006 | Crias | Anidacién 443 Isla Aguada Campeche GM 14/11/2006 | 26/06/2007 H950/LCM15382 4128 | CM-A18

Cm A 14/11/2006 297 FPF076 12/07/2006 12/07/2006 | Crias | Anidacién 338 Isla Aguada Campeche GM 14/11/2006 26/06/2007 H950/LCM15382 4129 CM-A18

Cm A 14/11/2006 298 FPF027 13/07/2006 13/07/2006 | Crias | Anidacion 444 Isla Aguada Campeche GM 14/11/2006 26/06/2007 H950/LCM15382 4130 CM-A3

Cm A 14/11/2006 299 XQ654 13/07/2006 13/07/2006 | Crias | Anidacion 445 Isla Aguada Campeche GM 14/11/2006 | 26/06/2007 H950/LCM15382 4131 CM-A3

Cm C 14/11/2006 300 XQ605 27/05/2006 2006 Crias_| Anidacion 301 Isla Aguada Campeche GM 14/11/2006 | 26/06/2007 H950/LCM15382 4132 CM-A3

Cm C 14/11/2006 301 FPF053 05/06/2006 25/07/2006 | Crias | Anidacién 303 Isla Aguada Campeche GM 14/11/2006 | 26/06/2007 H950/LCM15382 4133 CM-A3

Cm C 14/11/2006 302 FS420 27/05/2006 15/08/2006 | Crias | Anidacion 1 Isla Aguada Campeche GM 14/11/2006 26/06/2007 H950/LCM15382 4134 CM-A3

Cm C 14/11/2006 303 FK688 28/06/2006 18/08/2006 | Crias | Anidacion 425 Isla Aguada Campeche GM 14/11/2006 | 26/06/2007 H950/LCM15382 4135 CM-A3

Cm C 14/11/2006 304 XQ773 28/06/2006 18/08/2006 | Crias | Anidacién 427 Isla Aguada Campeche GM 14/11/2006 | 26/06/2007 H950/LCM15382 4136 CM-A3

Cm C 14/11/2006 305 FS754 28/06/2006 19/08/2006 | Crias | Anidacién 426 Isla Aguada Campeche GM 14/11/2006 | 26/06/2007 H950/LCM15382 4137 CM-A3

Cm C 14/11/2006 306 XQ658 30/06/2006 21/08/2006 | Crias | Anidacion 318 Isla Aguada Campeche GM 14/11/2006 26/06/2007 H950/LCM15382 4138 CM-A18

Cm C 14/11/2006 307 XQ669 07/07/2006 26/08/2006 | Crias | Anidacion 442 Isla Aguada Campeche GM 14/11/2006 | 26/06/2007 H950/LCM15382 4139 CM-A3

Cm C 14/11/2006 308 XQ663 07/07/2006 26/08/2006 | Crias | Anidacién 441 Isla Aguada Campeche GM 14/11/2006 | 26/06/2007 H950/LCM15382 4140 CM-A3

Cm C 14/11/2006 309 FPF075 10/07/2006 29/08/2006 | Crias | Anidacién 331 Isla Aguada Campeche GM 14/11/2006 | 29/06/2007 H950/LCM15382 4183 CM-A3

Cm C 14/11/2006 310 FPF027 13/07/2006 31/08/2006 | Crias | Anidacion 444 Isla Aguada Campeche GM 14/11/2006 26/06/2007 H950/LCM15382 4141 CM-A18

Cm C 14/11/2006 311 TTT903 16/07/2006 07/09/2006 | Crias | Anidacion 454 Isla Aguada Campeche GM 14/11/2006 | 26/06/2007 H950/LCM15382 4142 CM-A3

Cm C 14/11/2006 312 TTT904 17/07/2006 06/09/2006 | Crias | Anidacién 455 Isla Aguada Campeche GM 14/11/2006 | 26/06/2007 H950/LCM15382 4143 CM-A3

Cm C 14/11/2006 313 TTT907 19/07/2006 06/09/2006 | Crias | Anidacién 461 Isla Aguada Campeche GM 14/11/2006 | 26/06/2007 H950/LCM15382 4144 CM-A3

Cm C 14/11/2006 314 XQ774 19/07/2006 06/09/2006 | Crias | Anidacion 462 Isla Aguada Campeche GM 14/11/2006 26/06/2007 H950/LCM15382 4145 CM-A3 Muestras 19 y 23 son de

Cm C 14/11/2006 315 FPF027 24/07/2006 09/09/2006 | Crias | Anidacion 349 Isla Aguada Campeche GM 14/11/2006 | 26/06/2007 H950/LCM15382 4146 | CM-A18 la misma hembra que

Cm C 14/11/2006 316 XQ767 27/07/2006 11/09/2006 | Crias | Anidacién 482 Isla Aguada Campeche GM 15/11/2006 | 26/06/2007 H950/LCM15382 4147 CM-A3 salié a desovar con

Cm C 14/11/2006 317 TTT918 28/07/2006 14/09/2006 | Crias | Anidacién 15 Isla Aguada Campeche GM 15/11/2006 | 26/06/2007 H950/LCM15382 4148 CM-A3 9 dias de dif. Es distinto

Cm C 14/11/2006 318 XQ774 28/07/2006 17/09/2006 | Crias | Anidacion 487 Isla Aguada Campeche GM 15/11/2006 26/06/2007 H950/LCM15382 4149 CM-A3 el nido.

Cm C 14/11/2006 319 TTT922 29/07/2006 15/09/2006 | Crias | Anidacion 19 Isla Aguada Campeche GM 15/11/2006 | 26/06/2007 H950/LCM15382 4150 CM-A3

Cm C 14/11/2006 320 TTT924 30/07/2006 15/09/2006 | Crias | Anidacién 20 Isla Aguada Campeche GM 15/11/2006 | 26/06/2007 H950/LCM15382 4151 CM-A3




Pref.

Tejido

Fecha de
ingreso

Nam.

cat

Nam.
de marca

Fecha
desove

Fecha
colecta

Clave
Sexo

Habitat

Nam.
nido

Regién

Fecha
extraccion

Fecha
PCR

Nam.

PCR

Observaciones

Cm C 14/11/2006 321 XQ764 02/08/2006 18/09/2006 | Crias | Anidacién 494 Isla Aguada Campeche GM 15/11/2006 | 26/06/2007 H950/LCM15382 4152 CM-A3
Cm C 14/11/2006 322 FPF013 01/08/2006 20/09/2006 | Crias | Anidacién 355 Isla Aguada Campeche GM 15/11/2006 | 26/06/2007 H950/LCM15382 4153 | CM-A18
Cm C 14/11/2006 323 FPFO74 02/08/2006 20/09/2006 | Crias | Anidacion 356 Isla Aguada Campeche GM 15/11/2006 27/06/2007 H950/LCM15382 4161 CM-A3
Cm C 14/11/2006 324 TTT926 03/08/2006 20/09/2006 | Crias | Anidacion 496 Isla Aguada Campeche GM 15/11/2006 | 27/06/2007 H950/LCM15382 4162 | CM-A18
Cm C 14/11/2006 325 TTT925 03/08/2006 20/09/2006 [ Crias | Anidacién 22 Isla Aguada Campeche GM 15/11/2006 | 27/06/2007 H950/LCM15382 4163 CM-A3
Cm C 14/11/2006 326 FS466 04/08/2006 24/09/2006 | Crias | Anidacién 24 Isla Aguada Campeche GM 15/11/2006 | 27/06/2007 H950/LCM15382 4164 CM-A3
Cm C 14/11/2006 327 TTT928 09/08/2006 29/09/2006 | Crias | Anidacion 25 Isla Aguada Campeche GM 15/11/2006 27/06/2007 H950/LCM15382 4165 CM-A3
Cm C 14/11/2006 328 TTT914 14/08/2006 01/10/2006 | Crias | Anidacion 517 Isla Aguada Campeche GM 15/11/2006 | 27/06/2007 H950/LCM15382 4166 CM-A3
Cm C 14/11/2006 329 FPF063 16/08/2006 03/10/2006 | Crias | Anidacién 520 Isla Aguada Campeche GM 15/11/2006 | 27/06/2007 H950/LCM15382 4167 | CM-A18
Cm C 14/11/2006 330 - 28/08/2006 14/10/2006 | Crias | Anidacién 5 Isla Aguada Campeche GM 15/11/2006 | 27/06/2007 H950/LCM15382 4168 CM-A3
Cm C 14/11/2006 331 - - 2006 Crias | Anidacién Isla Aguada Campeche GM 15/11/2006 | 27/06/2007 H950/LCM15382 4169 CM-A3 Las muestras 36 y 50 existen
Cm C 14/11/2006 332 TTT948 - 2006 Crias | Anidacién 403 Isla Aguada Campeche GM 15/11/2006 | 29/06/2007 H950/LCM15382 4184 CM-A3 fisicamente, pero en las hojas que recibimos
Cm C 14/11/2006 333 TTT949 - 2006 Crias | Anidacion 37 Isla Aguada Campeche GM 15/11/2006 | 27/06/2007 H950/LCM15382 4170 CM-A3 no hay registro de ninguna de
Cm C 14/11/2006 334 - - 2006 Crias_| Anidacién 541 Isla Aguada Campeche GM 15/11/2006 27/06/2007 H950/LCM15382 4171 CM-A3 las dos.
Cm C 14/11/2006 335 - - 2006 Crias | Anidacién 409 Isla Aguada Campeche GM 15/11/2006 27/06/2007 H950/LCM15382 4172 CM-A3
Cm C 14/11/2006 336 - - 2006 Crias | Anidacién 542 Isla Aguada Campeche GM 15/11/2006 | 27/06/2007 H950/LCM15382 4173 CM-A3
Cm C 14/11/2006 337 - - 2006 Crias_| Anidacion 407 Isla Aguada Campeche GM 15/11/2006 | 27/06/2007 H950/LCM15382 4174 | CM-A18
Cm C 14/11/2006 338 - 06/09/2006 2006 Crias_| Anidacién CA-1 Isla Aguada Campeche GM 15/11/2006 | 27/06/2007 H950/LCM15382 4175 | CM-A18
Cm C 14/11/2006 339 - - 2006 Crias | Anidacién CA-2 Isla Aguada Campeche GM 15/11/2006 27/06/2007 H950/LCM15382 4176 CM-A3
Cm C 14/11/2006 340 - 09/09/2006 2006 Crias | Anidacién CA-6 Isla Aguada Campeche GM 15/11/2006 | 27/06/2007 H950/LCM15382 4177 CM-A3
Cm C 14/11/2006 341 - 08/09/2006 2006 Crias_| Anidacion CA-3 Isla Aguada Campeche GM 15/11/2006 | 27/06/2007 H950/LCM15382 4178 CM-A3
Cm C 14/11/2006 342 - 11/09/2006 2006 Crias_| Anidacién CA-7 Isla Aguada Campeche GM 15/11/2006 | 27/06/2007 H950/LCM15382 4179 CM-A3
Cm C 14/11/2006 343 - 11/09/2006 2006 Crias | Anidacién CA-8 Isla Aguada Campeche GM 15/11/2006 27/06/2007 H950/LCM15382 4180 CM-A18
Cm C 14/11/2006 344 - 17/09/2006 2006 Crias | Anidacién | CA-11 Isla Aguada Campeche GM 15/11/2006 | 27/06/2007 H950/LCM15382 4181 CM-A3
Cm C 14/11/2006 345 - - 2006 Crias_| Anidacion - Isla Aguada Campeche GM 15/11/2006 | 27/06/2007 H950/LCM15382 4182 CM-A3
Cm M 14/11/2006| 285 F5 584 14/06/2006 10/08/2006 | Crias | Anidacién 2 Isla del Carmen Campeche GM 21/11/2006 | 25/05/2007 H950/LCM15382 4001 CM-A3
Cm M 14/11/2006| 286 - 23/07/2006 21/08/2006 | Crias | Anidacion 48 Isla del Carmen Campeche GM 21/11/2006 25/05/2007 H950/LCM15382 4002 CM-A3
Cm M 14/11/2006| 287 - 09/07/2006 01/09/2006 | Crias | Anidacion 33 Isla del Carmen Campeche GM 21/11/2006 | 25/05/2007 H950/LCM15382 4003 CM-A3
Cm M 14/11/2006| 288 XQ 666 26/07/2006 01/09/2006 | Crias | Anidacién 57 Isla del Carmen Campeche GM 21/11/2006 | 25/05/2007 H950/LCM15382 4004 CM-A3
Cm M 14/11/2006| 289 - 05/07/2006 04/09/2006 | Crias | Anidacién 27 Isla del Carmen Campeche GM 21/11/2006 | 25/05/2007 H950/LCM15382 4005 CM-A3
Cm M 14/11/2006| 290 - 12/08/2006 24/09/2006 | Crias | Anidacion 84 Isla del Carmen Campeche GM 21/11/2006 25/05/2007 H950/LCM15382 4006 CM-A3
Cm M 14/11/2006| 291 XQ 776 15/08/2006 24/09/2006 | Crias | Anidacion 86 Isla del Carmen Campeche GM 21/11/2006 | 25/05/2007 H950/LCM15382 4007 CM-A3
Cm M 14/11/2006| 360 2006 Crias | Anidacién Isla del Carmen Campeche GM 21/11/2006 No salié ADN
Cm M 14/11/2006| 361 2006 Crias_| Anidacién Isla del Carmen Campeche GM 21/11/2006 25/05/2007 H950/LCM15382 4008 CM-A3
Cm M 14/11/2006| 362 2006 Crias | Anidacién Isla del Carmen Campeche GM 21/11/2006 [ 25/05/2007 H950/LCM15382 4009 CM-A3
Cm A 14/11/2006| 255 24/06/2006 27/08/2006 | Crias | Anidacion 135 La Escollera Campeche GM 21/11/2006 | 24/05/2007 H950/LCM15382 3979 CM-A3
Cm A 14/11/2006| 256 27/06/2006 27/08/2006 | Crias | Anidacién 149 La Escollera Campeche GM 21-Nov-06 24/05/2007 H950/LCM15382 3980 CM-A3
Cm A 14/11/2006| 257 28/06/2006 27/08/2006 | Crias | Anidacién 161 La Escollera Campeche GM 23/11/2006 | 24/05/2007 H950/LCM15382 3981 CM-A3
Cm A 14/11/2006| 258 30/06/2006 28/06/2006 | Crias | Anidacion 173 La Escollera Campeche GM 23/11/2006 25/06/2007 H950/LCM15382 4045 CM-A3
Cm A 14/11/2006| 259 01/07/2006 28/06/2006 | Crias | Anidacion 179 La Escollera Campeche GM 23/11/2006 | 25/06/2007 H950/LCM15382 4046 CM-A3
Cm A 14/11/2006| 260 02/07/2006 28/06/2006 | Crias | Anidacién 185 La Escollera Campeche GM 23/11/2006 | 24/05/2007 H950/LCM15382 3982 CM-A3
Cm A 14/11/2006| 261 04/07/2006 28/06/2006 | Crias | Anidacién 198 La Escollera Campeche GM 23/11/2006 | 24/05/2007 H950/LCM15382 3983 CM-A3
Cm A 14/11/2006| 262 05/07/2006 28/06/2006 | Crias | Anidacion 203 La Escollera Campeche GM 23/11/2006 24/05/2007 H950/LCM15382 3984 CM-A3
Cm A 14/11/2006| 263 12/07/2006 07/07/2006 | Crias | Anidacion 234 La Escollera Campeche GM 23/11/2006 | 24/05/2007 H950/LCM15382 3985 CM-A3
Cm A 14/11/2006| 264 17/07/2006 07/07/2006 | Crias | Anidacién 250 La Escollera Campeche GM 23/11/2006 | 24/05/2007 H950/LCM15382 3986 | CM-A18
Cm A 14/11/2006| 265 17/07/2006 | 08/07/2006 | Crias | Anidacion 251 La Escollera Campeche GM 23/11/2006 | 03/07/2007 H950/LCM15382 No amplificé
Cm A 14/11/2006| 266 18/07/2006 08/07/2006 | Crias | Anidacion 260 La Escollera Campeche GM 23/11/2006 25/06/2007 H950/LCM15382 4047 CM-A3
Cm A 14/11/2006| 267 22/07/2006 08/07/2006 | Crias | Anidacion 252 La Escollera Campeche GM 23/11/2006 | 25/06/2007 H950/LCM15382 4048 CM-A3
Cm A 14/11/2006| 268 22/07/2006 08/07/2006 | Crias | Anidacién 279 La Escollera Campeche GM 23/11/2006 | 24/05/2007 H950/LCM15382 3987 CM-A3
Cm A 14/11/2006| 269 23/07/2006 09/07/2006 | Crias | Anidacion 282 La Escollera Campeche GM 23/11/2006 | 24/05/2007 H950/LCM15382 3988 | CM-A18
Cm A 14/11/2006| 270 25/07/2006 18/07/2006 | Crias | Anidacion 290 La Escollera Campeche GM 23/11/2006 24/05/2007 H950/LCM15382 3989 CM-A3
Cm A 14/11/2006| 271 27/07/2006 19/07/2006 | Crias | Anidacion 296 La Escollera Campeche GM 23/11/2006 | 25/06/2007 H950/LCM15382 4049 CM-A3
Cm A 14/11/2006| 272 27/07/2006 20/07/2006 | Crias | Anidacién 298 La Escollera Campeche GM 23/11/2006 | 25/06/2007 H950/LCM15382 4050 | CM-A18
Cm A 14/11/2006| 273 30/07/2006 20/07/2006 | Crias | Anidacién 307 La Escollera Campeche GM 23/11/2006 | 24/05/2007 H950/LCM15382 3990 CM-A3
Cm A 14/11/2006| 274 31/07/2006 22/07/2006 | Crias | Anidacion 309 La Escollera Campeche GM 23/11/2006 24/05/2007 H950/LCM15382 3991 CM-A18
Cm A 14/11/2006| 275 01/08/2006 22/07/2006 | Crias | Anidacion 315 La Escollera Campeche GM 23/11/2006 | 24/05/2007 H950/LCM15382 3992 CM-A3
Cm A 14/11/2006| 276 02/08/2006 25/07/2006 | Crias | Anidacién 319 La Escollera Campeche GM 23/11/2006 | 25/06/2007 H950/LCM15382 4051 CM-A3
Cm A 14/11/2006| 277 03/08/2006 25/07/2006 | Crias | Anidacién 326 La Escollera Campeche GM 28/11/2006 | 25/05/2007 H950/LCM15382 3993 CM-A3
Cm A 14/11/2006| 278 03/08/2006 25/07/2006 | Crias | Anidacion 327 La Escollera Campeche GM 28/11/2006 25/05/2007 H950/LCM15382 3994 CM-A3
Cm A 14/11/2006| 279 04/08/2006 26/07/2006 | Crias | Anidacion 331 La Escollera Campeche GM 28/11/2006 | 25/05/2007 H950/LCM15382 3995 CM-A3
Cm A 14/11/2006| 280 06/08/2006 02/10/2006 | Crias | Anidacién 338 La Escollera Campeche GM 28/11/2006 | 25/05/2007 H950/LCM15382 3996 CM-A3
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Cm A 14/11/2006( 281 06/08/2006 | 02/10/2006 | Crias | Anidacion 340 La Escollera Campeche GM 28/11/2006 | 25/05/2007 | H950/LCM15382 | 3997 | CM-A3

Cm A 14/11/2006| 282 07/08/2006 02/10/2006 | Crias | Anidacién 347 La Escollera Campeche GM 28/11/2006 25/05/2007 H950/LCM15382 3998 CM-A3

Cm A |14/11/2006 283 12/08/2006 05/10/2006 | Crias | Anidacién 356 La Escollera Campeche GM 28/11/2006 25/05/2007 H950/LCM15382 3999 CM-A18

Cm A |14/11/2006 284 15/08/2006 | 05/10/2006 | Crias | Anidacién 365 La Escollera Campeche GM 28/11/2006 | 25/05/2007 | H950/LCM15382 | 4000 | CM-A18

Cm 17/03/2006 183 2005 Crias_| Anidacion Rancho Nuevo Tamaulipas | GM 17/03/2006 | 07/05/2007 | H950/LCM15382 | 3738 [ CM-Al Playa2 TORDO

Cm 17/03/2006 186 2005 Crias_| Anidacién Rancho Nuevo Tamaulipas|  GM 17/03/2006 | 03/04/2006 H950/LTEi9 3638 CM-Al

Cm 17/03/2006 187 2005 Crias | Anidacién Rancho Nuevo Tamaulipas GM 17/03/2006 | 07/05/2007 H950/LCM15382 3739 CM-Al

Cm 17/03/2006 188 2005 Crias | Anidacién Rancho Nuevo Tamaulipas| GM 17/03/2006 | 07/05/2007 H950/LCM15382 3740 CM-Al

Cm 17/03/2006 189 2005 Crias_| Anidacion Rancho Nuevo Tamaulipas |  GM 23/03/2006 | 03/04/2006 H950/LTEIi9 3639 | CM-Al

Cm 17/03/2006 190 2005 Crias_| Anidacién Rancho Nuevo Tamaulipas| GM 23/03/2006 | 03/04/2006 H950/LTEi9 3640 CM-Al

Cm 17/03/2006 191 2005 Crias | Anidacién Rancho Nuevo Tamaulipas GM 23/03/2006 10/05/2007 H950/LCM15382 3795 CM-Al

Cm 17/03/2006 192 2005 Crias | Anidacién Rancho Nuevo Tamaulipas| GM 23/03/2006 | 03/04/2006 HI50/LTEI9 3730 CM-Al

Cm 17/03/2006 193 2005 Crias_| Anidacion Rancho Nuevo Tamaulipas | GM 23/03/2006 | 07/05/2007 | H950/LCM15382 | 3741 | CM-A3

Cm 17/03/2006 194 2005 Crias | Anidacién Rancho Nuevo Tamaulipas GM 23/03/2006 | 03/04/2006 HI50/LTEI9 3641 | CM-A58

Cm 17/03/2006 195 2005 Crias | Anidacién Rancho Nuevo Tamaulipas GM 23/03/2006 03/04/2006 HI50/LTEI9 3642 CM-A58

Cm 17/03/2006 196 2005 Crias | Anidacién Rancho Nuevo Tamaulipas| GM 23/03/2006 | 03/04/2006 HI50/LTEI9 3728 CM-Al

Cm 17/03/2006 197 2005 Crias_| Anidacion Rancho Nuevo Tamaulipas |  GM 23/03/2006 | 03/04/2006 H950/LTEIi9 3643 | CM-Al

Cm 17/03/2006 198 2005 Crias_| Anidacién Rancho Nuevo Tamaulipas| GM 23/03/2006 | 03/04/2006 H950/LTEi9 3644 CM-Al

Cm 17/03/2006 174 A 22/08/2005 | Crias | Anidacion Rancho Nuevo Tamaulipas GM 17/03/2006 03/04/2006 HI50/LTEI9 3736 CM-Al

Cm 17/03/2006 174B 22/08/2005 | Crias | Anidacion Rancho Nuevo Tamaulipas| GM 17/03/2006 Muestra repetida

Cm 17/03/2006 175 A 24/08/2005 | Crias | Anidacion Rancho Nuevo Tamaulipas |  GM 17/03/2006 | 03/04/2006 | HO50/LTEI9 | 3630 | CM-Al

Cm 17/03/2006 175B 24/08/2005 | Crias | Anidacion Rancho Nuevo Tamaulipas| GM 17/03/2006 Muestra repetida

Cm 17/03/2006 176 A 23/08/2005 | Crias | Anidacion Rancho Nuevo Tamaulipas GM 17/03/2006 03/04/2006 | HI50/LTEI9 | 3631 | CM-Al

Cm 17/03/2006 176 B 23/08/2005 | Crias | Anidacion Rancho Nuevo Tamaulipas| GM 17/03/2006 Muestra repetida

Cm 17/03/2006 177A 27/08/2005 | Crias | Anidacion Rancho Nuevo Tamaulipas|  GM 17/03/2006 | 03/04/2006 | HO50/LTEI9 | 3632 | CM-A3

Cm 17/03/2006 177B 27/08/2005 | Crias | Anidacion Rancho Nuevo Tamaulipas| GM 17/03/2006 Muestra repetida

Cm 17/03/2006 178 A 29/08/2005 | Crias | Anidacion Rancho Nuevo Tamaulipas GM 17/03/2006 03/04/2006 | HI50/LTEI9 | 3633 | CM-Al

Cm 17/03/2006 178 B 29/08/2005 | Crias | Anidacion Rancho Nuevo Tamaulipas| GM 17/03/2006 Muestra repetida

Cm 17/03/2006 179 A 25/08/2005 | Crias | Anidacion Rancho Nuevo Tamaulipas | GM 17/03/2006 | 03/04/2006 | HO50/LTEI9 | 3729 | CM-Al

Cm 17/03/2006 179B 25/08/2005 | Crias | Anidacion Rancho Nuevo Tamaulipas| GM 17/03/2006 Muestra repetida

Cm 17/03/2006 180 A 25/08/2005 | Crias | Anidacion Rancho Nuevo Tamaulipas GM 17/03/2006 03/04/2006 | HI50/LTEI9 | 3634 | CM-Al

Cm 17/03/2006 180 B 25/08/2005 | Crias | Anidacion Rancho Nuevo Tamaulipas| GM 17/03/2006 Muestra repetida

Cm 17/03/2006 181 A 20/08/2005 | Crias | Anidacion Rancho Nuevo Tamaulipas | GM 17/03/2006 | 03/04/2006 | HO50/LTEI9 | 3737 | CM-A3

Cm 17/03/2006| 181 B 20/08/2005 | Crias | Anidacion Rancho Nuevo Tamaulipas| GM 17/03/2006 Muestra repetida

Cm 17/03/2006( 182 A 02/09/2005 | Crias | Anidacién Rancho Nuevo Tamaulipas GM 17/03/2006 03/04/2006 | HI50/LTEI9 | 3635 | CM-A3

Cm 17/03/2006| 182 B 02/09/2005 | Crias | Anidacion Rancho Nuevo Tamaulipas| GM 17/03/2006 Muestra repetida

Cm 17/03/2006| 184 A 02/09/2005 | Crias | Anidacion Rancho Nuevo Tamaulipas| GM 17/03/2006 | 03/04/2006 H950/LTEIi9 3636 | CM-A3

Cm 17/03/2006| 184 B 02/09/2005 | Crias | Anidacién Rancho Nuevo Tamaulipas| GM 17/03/2006 Muestra repetida

Cm 17/03/2006( 185 A 29/08/2005 | Crias | Anidacion Rancho Nuevo Tamaulipas GM 17/03/2006 | 03/04/2006 HI50/LTEI9 3637 CM-A3

Cm 17/03/2006| 185 B 29/08/2005 | Crias | Anidacion Rancho Nuevo Tamaulipas| GM 17/03/2006 Muestra repetida

Cm M 13/10/2005 64 02/07/2005 | 26/08/2005 | Crias | Anidacion 140 Chaparrales Veracruz GM 26/10/2005 | 16/08/2007 | H950/LCM15382 | 4202 | CM-Al Corral. No salié ADN.

Cm M 13/10/2005| 65 02/07/2005 | 26/08/2005 | Crias | Anidacién 141 Chaparrales Veracruz GM 26/10/2005 | 02/03/2006 H950/LTEi9 3553 | CM-A3 Corral

Cm M 13/10/2005| 66 02/07/2005 26/08/2005 | Crias | Anidacion 142 Chaparrales Veracruz GM 26/10/2005 [ 02/03/2006 HI50/LTEI9 3554 CM-Al Corral

Cm M 13/10/2005| 67 07/07/2005 26/08/2005 | Crias | Anidacion 143 Chaparrales Veracruz GM 26/10/2005 | 02/03/2006 HI50/LTEI9 3555 CM-Al Corral

Cm M 13/10/2005 68 02/07/2005 | 26/08/2005 | Crias | Anidacion 144 Chaparrales Veracruz GM 26/10/2005 | 02/03/2006 H950/LTEi9 3556 | CM-Al In situ

Cm M 13/10/2005| 69 02/07/2005 | 26/08/2005 | Crias | Anidacién 145 Chaparrales Veracruz GM 26/10/2005 | 16/08/2007 | H950/LCM15382 | 4203 | CM-A3 In situ. No sali¢ ADN.

Cm M 13/10/2005| 70 02/07/2005 26/08/2005 | Crias | Anidacion 146 Chaparrales Veracruz GM 26/10/2005 [ 04/03/2006 HI50/LTEI9 3557 CM-Al In situ

Cm M 13/10/2005| 71 15/07/2005 30/08/2005 | Crias | Anidacion 236 Chaparrales Veracruz GM 26/10/2005 | 05/03/2006 HI50/LTEI9 3558 CM-Al In situ

Cm M 13/10/2005 72 15/07/2005 | 30/08/2005 | Crias | Anidacion 237 Chaparrales Veracruz GM 26/10/2005 | 06/03/2006 H950/LTEIi9 3559 | CM-Al In situ

Cm M 13/10/2005 73 16/07/2005 | 01/09/2005 | Crias | Anidacion 245 Chaparrales Veracruz GM 26/10/2005 | 07/03/2006 H950/LTEi9 3560 In situ

Cm M 13/10/2005| 74 26/08/2005 | Crias | Anidacion [ pendiente Chaparrales Veracruz GM 26/10/2005 [ 08/03/2006 HI50/LTEI9 3561 CM-Al Corral

Cm M 13/10/2005| 75 16/08/2005 15/09/2005 | Crias | Anidacion 422 Chaparrales Veracruz GM 26/10/2005 | 09/03/2006 HI50/LTEI9 3562 CM-A3 In situ

Cm | MH 12/10/2005 27 05/06/2005 | 21/07/2005 | Crias | Anidacion 17 Coyotes/Lechuguillas | Veracruz GM 25/10/2005 | 22/02/2006 H950/LTEIi9 3519 | CM-Al

Cm | M/C 12/10/2005| 28 21/07/2005 | Crias | Anidacién Coyotes/Lechuguillas | Veracruz GM 25/10/2005 | 24/02/2006 H950/LTEi9 3521 CM-A1l

Cm | M/IC 12/10/2005| 29 07/06/2005 22/07/2005 | Crias | Anidacion 26 Coyotes/Lechuguillas Veracruz GM 25/10/2005 24/02/2006 HI50/LTEI9 3522 CM-Al

Cm | MH 12/10/2005| 30 22/07/2005 | Crias | Anidacion Coyotes/Lechuguillas | Veracruz GM 25/10/2005 | 24/02/2006 HI50/LTEI9 3523 Muestra repetida

Cm | MH 12/10/2005 30 22/07/2005 | Crias | Anidacion Coyotes/Lechuguillas | Veracruz GM 25/10/2005 | 09/10/2006 H950/LTEIi9 3700 | CM-Al

Cm | MH 12/10/2005| 33 07/0602005 | 23/07/2005 | Crias | Anidacién 24 Coyotes/Lechuguillas | Veracruz GM 25/10/2005 | 24/02/2006 H950/LTEi9 3526 Muestra repetida

Cm | M/H 12/10/2005| 33 07/0602005 23/07/2005 | Crias | Anidacién 24 Coyotes/Lechuguillas Veracruz GM 25/10/2005 [ 09/10/2006 HI50/LTEI9 3701 CM-Al

Cm | MH 12/10/2005| 34 06/06/2005 23/07/2005 | Crias | Anidacion 46 Coyotes/Lechuguillas | Veracruz GM 25/10/2005 | 24/10/2006 HI50/LTEI9 3527 CM-Al

Cm | M/H 12/10/2005 35 04/07/2005 | 27/07/2005 | Crias | Anidacion 15 Coyotes/Lechuguillas | Veracruz GM 25/10/2005 | 22/02/2006 H950/LTEIi9 3520 | CM-A3
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Cm M 12/10/2005| 36 03/07/2005 27/07/2005 | Crias | Anidacién 8 Coyotes/Lechuguillas | Veracruz GM 25/10/2005 | 24/02/2006 HI50/LTEI9 3528 CM-Al

Cm | MH 13/10/2005| 42 04/06/2005 09/08/2005 | Crias | Anidacién 12 Coyotes/Lechuguillas | Veracruz GM 14/08/2007 | 16/08/2007 H950/LCM15382 4200 CM-Al

Cm | M/H 13/10/2005| 44 18/06/2005 09/08/2005 | Crias | Anidacion 84 Coyotes/Lechuguillas Veracruz GM 14/08/2007 16/08/2007 H950/LCM15382 4201 CM-Al

Cm | MH 13/10/2005| 46 06/06/2005 09/08/2005 | Crias | Anidacion 22 Coyotes/Lechuguillas | Veracruz GM 26/10/2005 | 01/03/2006 HI50/LTEI9 3536 CM-Al

Cm | MH 13/10/2005| 49 20/06/2005 10/08/2005 [ Crias | Anidacién 136 Coyotes/Lechuguillas | Veracruz GM 26/10/2005 | 01/03/2006 HI50/LTEI9 3539 CM-Al

Cm | MH 13/10/2005| 50 19/06/2005 10/08/2005 | Crias | Anidacién 78 Coyotes/Lechuguillas | Veracruz GM 26/10/2005 | 01/03/2006 H950/LTEi9 3540 CM-Al

Cm | M/H 13/10/2005| 54 07/06/2005 14/08/2005 | Crias | Anidacion 23 Coyotes/Lechuguillas | Veracruz GM 26/10/2005 [ 01/03/2006 HI50/LTEI9 3544 CM-Al Deforme
Cm M 05/09/2006| 199 16/06/2006 07/08/2006 | Crias | Anidacion 46 Coyotes/Lechuguillas | Veracruz GM 11/09/2006 | 26/04/2007 H950/LCM15382 3732 | CM-A18

Cm M 05/09/2006| 200 20/06/2006 07/08/2006 | Crias | Anidacién 70 Coyotes/Lechuguillas | Veracruz GM 11/09/2006 | 18/05/2007 H950/LCM15382 3862 CM-Al

Cm C 05/09/2006( 201 12/06/2006 | 08/08/2006 | Crias | Anidacion 31 Coyotes/Lechuguillas | Veracruz GM 11/09/2006 | 26/04/2007 H950/LCM15382 | 3733 CM-Al

Cm C 05/09/2006| 202 22/06/2006 08/08/2006 | Crias | Anidacion 76 Coyotes/Lechuguillas Veracruz GM 11/09/2006 18/05/2007 H950/LCM15382 3863 CM-Al

Cm C 05/09/2006| 203 22/06/2006 08/08/2006 | Crias | Anidacion 83 Coyotes/Lechuguillas | Veracruz GM 11/09/2006 | 26/04/2007 H950/LCM15382 3734 CM-Al

Cm H 05/09/2006| 204 19/06/2006 09/08/2006 | Crias | Anidacion 62 Coyotes/Lechuguillas Veracruz GM 11/09/2006 No salié ADN
Cm M 05/09/2006( 205 26/06/2006 | 11/08/2006 [ Crias | Anidacién 100 Coyotes/Lechuguillas | Veracruz GM 11/09/2006 | 18/05/2007 H950/LCM15382 | 3864 CM-Al

Cm H 05/09/2006| 206 18/06/2006 12/08/2006 | Crias | Anidacion 59 Coyotes/Lechuguillas Veracruz GM 11/09/2006 18/05/2007 H950/LCM15382 3865 CM-Al

Cm C 05/09/2006| 207 23/06/2006 12/08/2006 | Crias | Anidacion 83a Coyotes/Lechuguillas | Veracruz GM 11/09/2006 | 22/05/2007 H950/LCM15382 3873 CM-Al

Cm C 05/09/2006| 208 28/06/2006 15/08/2006 | Crias | Anidacién 112 Coyotes/Lechuguillas | Veracruz GM 11/09/2006 | 22/05/2007 H950/LCM15382 3874 CM-Al

Cm M 05/09/2006( 209 01/07/2006 | 15/08/2006 [ Crias | Anidacién 129 Coyotes/Lechuguillas | Veracruz GM 11/09/2006 | 22/05/2007 H950/LCM15382 | 3875 CM-Al

Cm M 05/09/2006| 210 28/06/2006 16/08/2006 | Crias | Anidacion 110 Coyotes/Lechuguillas | Veracruz GM 11/09/2006 Emergi6 16/08/06. No sali6 ADN
Cm M 05/09/2006| 211 29/06/2006 17/08/2006 | Crias | Anidacion 119 Coyotes/Lechuguillas | Veracruz GM 11/09/2006 No salié ADN
Cm [ M/IC 05/09/2006| 212 29/06/2006 17/08/2006 | Crias | Anidacién 118 Coyotes/Lechuguillas | Veracruz GM 11/09/2006 | 18/05/2007 H950/LCM15382 3866 CM-Al

Cm M 05/09/2006( 213 01/07/2006 | 17/08/2006 [ Crias | Anidacién 134 Coyotes/Lechuguillas | Veracruz GM 11/09/2006 | 18/05/2007 H950/LCM15382 | 3867 CM-Al

Cm M 05/09/2006| 214 01/07/2006 17/08/2006 | Crias | Anidacion 579 Coyotes/Lechuguillas | Veracruz GM 11/09/2006 | 22/05/2007 H950/LCM15382 3876 CM-Al Nido localizado al nacer
Cm M 05/09/2006| 215 30/06/2006 18/08/2006 | Crias | Anidacion 123 Coyotes/Lechuguillas | Veracruz GM 11/09/2006 | 18/05/2007 H950/LCM15382 3868 | CM-A18 depredado
Cm M 05/09/2006| 216 24/06/2006 18/08/2006 | Crias | Anidacién 91 Coyotes/Lechuguillas | Veracruz GM 11/09/2006 | 22/05/2007 H950/LCM15382 3877 CM-Al

Cm M 05/09/2006| 217 28/06/2006 18/08/2006 | Crias | Anidacion 111 Coyotes/Lechuguillas | Veracruz GM 11/09/2006 | 18/05/2007 H950/LCM15382 3869 CM-Al

Cm M 05/09/2006| 218 01/07/2006 18/08/2006 | Crias | Anidacion 133 Coyotes/Lechuguillas Veracruz GM 11/09/2006 22/05/2007 H950/LCM15382 3878 CM-Al

Cm M 05/09/2006| 219 30/06/2006 27/08/2006 | Crias | Anidacion 124 Coyotes/Lechuguillas | Veracruz GM 12/09/2006 | 18/05/2007 H950/LCM15382 3870 CM-Al

Cm M 03/10/2006| 251 23/07/2006 10/09/2006 | Crias | Anidacién 311 Coyotes/Lechuguillas | Veracruz GM 03/10/2006 | 18/05/2007 H950/LCM15382 3871 CM-Al

Cm M 03/10/2006( 252 28/07/2006 | 11/09/2006 [ Crias | Anidacién 692 Coyotes/Lechuguillas | Veracruz GM 03/10/2006 | 18/05/2007 H950/LCM15382 | 3872 CM-Al

Cm M 03/10/2006| 253 25/07/2006 13/09/2006 | Crias | Anidacion 694 Coyotes/Lechuguillas Veracruz GM 03/10/2006 23/05/2007 H950/LCM15382 3934 CM-Al

Cm M 03/10/2006| 254 22/07/2006 14/09/2006 | Crias | Anidacion 318 Coyotes/Lechuguillas | Veracruz GM 03/10/2006 | 23/05/2007 H950/LCM15382 3935 CM-Al

Cm | M/H 12/10/2005| 31 08/06/2005 22/07/2005 | Crias | Anidacién [ Llano/Lechuguillas Veracruz GM 17/10/2005 | 24/02/2006 HI50/LTEI9 3524 CM-Al

Cm | MH 12/10/2005| 32 09/06/2005 22/07/2005 | Crias | Anidacién 8 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 17/10/2005 | 24/02/2006 H950/LTEi9 3525 CM-A3

Cm | M/IC 13/10/2005| 37 16/06/2005 02/08/2005 | Crias | Anidacion 19 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 17/10/2005 24/02/2006 HI50/LTEI9 3529 CM-Al

Cm | M/C 13/10/2005| 37 16/06/2005 02/08/2005 | Crias | Anidacion 19 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 17/10/2005 | 09/10/2006 HI50/LTEI9 3702 Muestra repetida
Cm | M/H 13/10/2005| 38 20/06/2005 08/08/2005 | Crias | Anidacién 33 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 17/10/2005 | 24/02/2006 HI50/LTEI9 3530 CM-A3

Cm | MH 13/10/2005| 39 18/06/2005 08/08/2005 | Crias | Anidacién 27 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 17/10/2005 | 01/03/2006 H950/LTEi9 3531 CM-Al

Cm | M/H 13/10/2005| 40 24/06/2005 09/08/2005 | Crias | Anidacion 48 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 17/10/2005 | 01/03/2006 HI50/LTEI9 3532 CM-Al

Cm | MH 13/10/2005| 41 24/06/2005 09/08/2005 | Crias | Anidacién 49 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 17/10/2005 | 01/03/2006 HI50/LTEI9 3533 CM-Al

Cm | M/H 13/10/2005| 43 19/06/2005 09/08/2005 | Crias | Anidacién 29 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 17/10/2005 | 01/03/2006 HI50/LTEI9 3534 CM-Al

Cm | M/H/IC 13/10/2005| 45 25/06/2005 09/08/2005 | Crias | Anidacién 51 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 17/10/2005 | 01/03/2006 H950/LTEi9 3535 CM-Al

Cm | M/H 13/10/2005| 47 26/06/2005 10/08/2005 | Crias | Anidacion 58 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 17/10/2005 | 01/03/2006 HI50/LTEI9 3537 CM-Al

Cm | MH 13/10/2005| 48 23/06/2005 10/08/2005 | Crias | Anidacion 43 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 25/10/2005 | 01/03/2006 HI50/LTEI9 3538 CM-Al

Cm | M/H 13/10/2005| 51 23/06/2005 11/08/2005 [ Crias | Anidacién 43 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 26/10/2005 | 01/03/2006 HI50/LTEI9 3541 CM-Al

Cm | MH 13/10/2005| 52 23/06/2005 11/08/2005 | Crias | Anidacién 42 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 25/10/2005 | 01/03/2006 H950/LTEi9 3542 CM-A3

Cm | M/H 13/10/2005| 53 25/06/2005 11/08/2005 | Crias | Anidacion 52 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 26/10/2005 [ 01/03/2006 HI50/LTEI9 3543 CM-Al Deforme
Cm | MH 13/10/2005| 55 26/06/2005 14/08/2005 | Crias | Anidacion 54 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 25/10/2005 | 01/03/2006 HI50/LTEI9 3545 CM-Al

Cm | M/H 13/10/2005| 56 27/06/2005 14/08/2005 | Crias | Anidacién 63 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 25/10/2005 | 01/03/2006 HI50/LTEI9 No amplificé
Cm | MH 13/10/2005| 57 23/06/2005 14/08/2005 | Crias | Anidacién 44 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 25/10/2005 | 01/03/2006 H950/LTEi9 3546 CM-Al

Cm | M/H 13/10/2005| 58 23/06/2005 15/08/2005 | Crias | Anidacion 45 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 25/10/2005 | 01/03/2006 HI50/LTEI9 3547 CM-A3 Gemelas
Cm | MH 13/10/2005| 59 29/06/2005 16/08/2005 | Crias | Anidacion 82 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 25/10/2005 | 01/03/2006 HI50/LTEI9 3548 CM-Al

Cm | M/H 13/10/2005| 60 26/06/2005 15/08/2005 [ Crias | Anidacién 55 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 25/10/2005 | 01/03/2006 HI50/LTEI9 3549 CM-Al

Cm | MH 13/10/2005| 61 29/06/2005 16/08/2005 | Crias | Anidacién Llano/Lechuguillas Veracruz GM 25/10/2005 | 02/03/2006 H950/LTEi9 3550 CM-Al

Cm | M/H 13/10/2005| 62 29/06/2005 16/08/2005 | Crias | Anidacion Llano/Lechuguillas Veracruz GM 25/10/2005 [ 02/03/2006 HI50/LTEI9 3551 CM-Al

Cm | MH 13/10/2005| 63 29/06/2005 16/08/2005 | Crias | Anidacion Llano/Lechuguillas Veracruz GM 25/10/2005 | 02/03/2006 HI50/LTEI9 3552 CM-Al

Cm M 05/09/2006| 220 18/06/2006 07/08/2006 | Crias | Anidacién 14 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 12/09/2006 | 22/05/2007 H950/LCM15382 3879 CM-Al

Cm M 05/09/2006( 221 16/06/2006 07/08/2006 | Crias | Anidacién 5 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 12/09/2006 | 22/05/2007 H950/LCM15382 3880 CM-Al

Cm M 05/09/2006| 222 18/06/2006 07/08/2006 | Crias | Anidacion 13 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 12/09/2006 22/05/2007 H950/LCM15382 3881 CM-Al

Cm C 05/09/2006| 223 23/06/2006 08/08/2006 | Crias | Anidacion 19 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 12/09/2006 | 22/05/2007 H950/LCM15382 3882 CM-Al

Cm M 05/09/2006| 224 23/06/2006 08/08/2006 | Crias | Anidacién 20 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 12/09/2006 | 22/05/2007 H950/LCM15382 3883 CM-Al
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Cm M 05/09/2006| 225 18/06/2006 09/08/2006 | Crias | Anidacién 15 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 12/09/2006 | 22/05/2007 H950/LCM15382 3884 CM-Al

Cm C 05/09/2006( 226 16/06/2006 10/08/2006 | Crias | Anidacién 9 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 12/09/2006 | 22/05/2007 | H950/LCM15382 | 3885 | CM-Al

Cm M 05/09/2006| 227 30/06/2006 16/08/2006 | Crias | Anidacion 32 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 12/09/2006 Emergio 16/08/06 No sali6 ADN
Cm M 05/09/2006| 228 27/06/2006 17/08/2006 | Crias | Anidacion 24 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 12/09/2006 | 22/05/2007 H950/LCM15382 3886 CM-Al Caja unicel 122
Cm M 05/09/2006| 229 28/06/2006 17/08/2006 | Crias | Anidacién 26 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 12/09/2006 | 22/05/2007 H950/LCM15382 3887 CM-Al Incubacion artificial
Cm M 05/09/2006( 230 01/07/2006 25/08/2006 | Crias | Anidacién 36 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 12/09/2006 | 22/05/2007 H950/LCM15382 3888 CM-A3 Incubacion artificial
Cm M 05/09/2006| 231 01/07/2006 25/08/2006 | Crias | Anidacion 35 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 12/09/2006 | 22/05/2007 H950/LCM15382 3889 CM-Al Incubacion artificial
Cm M 05/09/2006| 232 30/06/2006 31/08/2006 | Crias | Anidacion 34 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 12/09/2006 Huevo no eclosionado No salié ADN
Cm M 03/10/2006| 233 19/07/2006 09/07/2006 | Crias | Anidacién 76 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 03/10/2006 | 22/05/2007 H950/LCM15382 3890 CM-Al

Cm M 03/10/2006( 234 22/07/2006 10/09/2006 | Crias | Anidacién 90 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 03/10/2006 | 22/05/2007 H950/LCM15382 3891 CM-Al

Cm M 03/10/2006| 235 21/07/2006 10/09/2006 | Crias | Anidacion 83 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 03/10/2006 22/05/2007 H950/LCM15382 3892 CM-Al

Cm M 03/10/2006| 236 23/07/2006 10/09/2006 | Crias | Anidacion 94 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 03/10/2006 | 23/05/2007 H950/LCM15382 3919 CM-Al

Cm M 03/10/2006| 237 20/07/2006 11/09/2006 | Crias | Anidacién 78 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 03/10/2006 | 23/05/2007 H950/LCM15382 3920 CM-Al

Cm M 03/10/2006( 238 29/07/2006 12/09/2006 | Crias | Anidacién 105 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 03/10/2006 | 23/05/2007 H950/LCM15382 3921 CM-Al

Cm M 03/10/2006| 239 29/07/2006 12/09/2006 | Crias | Anidacion 106 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 03/10/2006 23/05/2007 H950/LCM15382 3922 CM-Al

Cm M 03/10/2006| 240 27/07/2006 12/09/2006 | Crias | Anidacion 103 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 03/10/2006 | 23/05/2007 H950/LCM15382 3923 CM-A3

Cm C 03/10/2006| 241 24/07/2006 12/09/2006 | Crias | Anidacién 96 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 03/10/2006 | 23/05/2007 H950/LCM15382 3924 CM-Al

Cm M 03/10/2006( 242 20/07/2006 12/09/2006 | Crias | Anidacién 81 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 03/10/2006 23/05/2007 H950/LCM15382 3925 CM-A3

Cm M 03/10/2006| 243 25/07/2006 13/09/2006 | Crias | Anidacion 98 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 03/10/2006 23/05/2007 H950/LCM15382 3926 CM-Al

Cm C 03/10/2006| 244 28/07/2006 01/09/2006 | Crias | Anidacion 186 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 03/10/2006 | 23/05/2007 H950/LCM15382 3927 CM-A3

Cm M 03/10/2006| 245 03/08/2006 14/09/2006 | Crias | Anidacién 123 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 03/10/2006 | 23/05/2007 H950/LCM15382 3928 CM-Al

Cm | M/C 03/10/2006( 246 03/08/2006 18/09/2006 | Crias | Anidacién 117 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 03/10/2006 | 23/05/2007 H950/LCM15382 3929 CM-Al

Cm M 03/10/2006| 247 13/08/2006 18/09/2006 | Crias | Anidacion 149 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 03/10/2006 23/05/2007 H950/LCM15382 3930 CM-Al

Cm M 03/10/2006| 248 01/08/2006 20/09/2006 | Crias | Anidacion 113 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 03/10/2006 | 23/05/2007 H950/LCM15382 3931 CM-Al

Cm | M/IC 03/10/2006| 249 01/08/2006 20/09/2006 | Crias | Anidacién 112 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 03/10/2006 | 23/05/2007 H950/LCM15382 3932 CM-Al

Cm M 03/10/2006( 250 01/08/2006 20/09/2006 | Crias | Anidacién 111 Llano/Lechuguillas Veracruz GM 03/10/2006 | 23/05/2007 H950/LCM15382 3933 CM-A3

Cm H 21/12/2006| 412 16/10/2006 ND | Anidaci6n Alacranes Yucatan GM 17/01/2007 11/05/2007 H950/LCM15382 3802 CM-A3 Cria

Cm H 21/12/2006| 413 17/10/2006 ND | Anidacion Alacranes Yucatan GM 17/01/2007 | 11/05/2007 H950/LCM15382 3803 CM-Al Cria

Cm H 21/12/2006| 414 18/10/2006 ND | Anidacién 87 Alacranes Yucatan GM 17/01/2007 | 11/05/2007 H950/LCM15382 3804 CM-Al Cria

Cm H 21/12/2006( 415 18/10/2006 ND | Anidacién Alacranes Yucatan GM 17/01/2007 11/05/2007 H950/LCM15382 3805 CM-A27 Cria

Cm H 21/12/2006| 416 22/09/2006 18/10/2006 ND | Anidaci6n 42 Alacranes Yucatan GM 17/01/2007 11/05/2007 H950/LCM15382 3806 CM-A3 Cria

Cm H 21/12/2006| 417 19/10/2006 ND | Anidacion Alacranes Yucatan GM 17/01/2007 | 14/05/2007 H950/LCM15382 3825 | CM-A27 Cria(Desterrada)
Cm H 21/12/2006| 418 19/10/2006 ND | Anidacién Alacranes Yucatan GM 17/01/2007 | 14/05/2007 H950/LCM15382 3826 CM-A3 Cria(Desterrada)
Cm H 21/12/2006| 419 19/10/2006 ND | Anidaci6n Alacranes Yucatan GM 17/01/2007 | 14/05/2007 H950/LCM15382 3827 CM-A3 Cria(Desterrada)
Cm H 21/12/2006| 420 19/10/2006 ND | Anidaci6n Alacranes ‘Yucatan GM 17/01/2007 | 14/05/2007 H950/LCM15382 3828 | CM-A27 Cria(Desterrada)
Cm H 21/12/2006| 421 19/10/2006 ND | Anidacion Alacranes Yucatan GM 17/01/2007 | 14/05/2007 H950/LCM15382 3829 CM-A3 Cria(Desterrada)
Cm H 21/12/2006| 422 19/10/2006 ND | Anidacién Alacranes Yucatan GM 17/01/2007 | 14/05/2007 H950/LCM15382 3830 CM-A3 Cria(Desterrada)
Cm H 21/12/2006( 423 20/10/2006 ND | Anidacién Alacranes Yucatan GM 17/01/2007 14/05/2007 H950/LCM15382 3831 CM-A5 Cria

Cm H 21/12/2006| 424 20/10/2006 ND | Anidacién Alacranes Yucatan GM 17/01/2007 14/05/2007 H950/LCM15382 3832 CM-A5 Cria

Cm H 21/12/2006| 425 20/10/2006 ND | Anidacion Alacranes Yucatan GM 17/01/2007 | 14/05/2007 H950/LCM15382 3833 CM-Al Cria

Cm H 21/12/2006| 426 20/10/2006 ND | Anidacién 64 Alacranes Yucatan GM 17/01/2007 | 14/05/2007 H950/LCM15382 3834 CM-A5 Cria

Cm H 21/12/2006( 427 21/10/2006 ND | Anidacién Alacranes Yucatan GM 17/01/2007 14/05/2007 H950/LCM15382 3835 CM-A3 Cria (Isla Blanca)
Cm H  |21/12/2006 428 21/10/2006 ND | Anidaci6n Alacranes Yucatan GM 17/01/2007 | 17/05/2007 H950/LCM15382 3858 | CM-A27 Cria (Isla Blanca)
Cm H  |21/12/2006 429 21/10/2006 ND | Anidacion Alacranes Yucatan GM 17/01/2007 | 14/05/2007 H950/LCM15382 3836 CM-A3 Cria (Isla Blanca)
Cm H  |21/12/2006 430 21/10/2006 ND | Anidacién Alacranes Yucatan GM 17/01/2007 | 14/05/2007 H950/LCM15382 3837 CM-A3 Cria (Isla Blanca)
Cm H  [21/12/2006 431 21/10/2006 ND | Anidacién Alacranes Yucatan GM 17/01/2007 14/05/2007 H950/LCM15382 3838 CM-A3 Cria (Isla Blanca)
Cm H  |21/12/2006 432 23/10/2006 ND | Anidaci6n Alacranes Yucatan GM 17/01/2007 14/05/2007 H950/LCM15382 3839 CM-A3 Cria (Isla Chica)
Cm H  |21/12/2006 433 25/10/2006 ND | Anidacion Alacranes Yucatan GM 17/01/2007 | 14/05/2007 H950/LCM15382 3840 | CM-A27 Cria(Desterrada)
Cm M |21/12/2006 434 27/10/2006 ND | Anidacién Alacranes Yucatan GM 17/01/2007 | 14/05/2007 H950/LCM15382 3841 CM-Al Cria (Isla Chica)
Cm M |24/11/2005 160 27/06/2005 29/08/2005 | Crias | Anidacién El Cuyo Yucatan GM 06/12/2005 | 24/03/2006 H950/LTEi9 3599 CM-A3

Cm M |24/11/2005 161 28/06/2005 29/08/2005 | Crias | Anidacion El Cuyo Yucatan GM 06/12/2005 24/03/2006 HI50/LTEI9 3600 CM-A3

Cm M |24/11/2005 162 28/06/2005 29/08/2005 | Crias | Anidacion El Cuyo Yucatan GM 06/12/2005 | 24/03/2006 HI50/LTEI9 3629 | CM-A18.1

Cm M |24/11/2005 163 27/06/2005 29/08/2005 [ Crias | Anidacién El Cuyo Yucatan GM 06/12/2005 No sali6 ADN
Cm M |24/11/2005 164 28/06/2005 29/08/2005 | Crias | Anidacién El Cuyo Yucatan GM 06/12/2005 | 24/03/2006 H950/LTEi9 3601

Cm M |24/11/2005 165 27/06/2005 29/08/2005 | Crias | Anidacion El Cuyo Yucatan GM 06/12/2005 04/05/2007 H950/LCM15382 3772 CM-A3

Cm M |24/11/2005 166 11/07/2005 09/09/2005 | Crias | Anidacion El Cuyo Yucatan GM 06/12/2005 | 24/03/2006 HI50/LTEI9

Cm M 24/11/2005| 167 11/07/2005 11/09/2005 | Crias | Anidacién El Cuyo Yucatan GM 06/12/2005 No salié ADN
Cm M 24/11/2005( 168 08/07/2005 12/09/2005 | Crias | Anidacién El Cuyo Yucatan GM 06/12/2005 No sali6 ADN
Cm M 24/11/2005| 169 03/08/2005 23/09/2005 | Crias | Anidacion El Cuyo Yucatan GM 06/12/2005 24/03/2006 | HI50/LTEI9 | 3602 | CM-A3

Cm M 24/11/2005| 170 03/08/2005 23/09/2005 | Crias | Anidacion El Cuyo Yucatan GM 06/12/2005 No salié ADN
Cm M 24/11/2005| 171 03/08/2005 25/09/2005 | Crias | Anidacién El Cuyo Yucatan GM 06/12/2005 No salié6 ADN
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Cm M 24/11/2005| 172 03/08/2005 26/09/2005 [ Crias | Anidacién El Cuyo Yucatan GM 06/12/2005 | 24/03/2006 HI50/LTEI9 3603 | CM-AL.1
Cm M 24/11/2005( 173 04/08/2005 26/09/2005 | Crias | Anidacién El Cuyo Yucatan GM 06/12/2005 | 04/05/2007 H950/LCM15382 3604 CM-A3
Cm M 20/12/2006| 382 26/07/2006 26/07/2006 | Crias | Anidacion 392 El Cuyo Yucatan GM 09/01/2006 [ 07/05/2007 H950/LCM15382 3775 CM-A3
Cm M 20/12/2006| 383 26/07/2006 26/07/2006 | Crias | Anidacion 394 El Cuyo Yucatan GM 09/01/2007 | 07/05/2007 H950/LCM15382 3776 CM-A3
Cm M 20/12/2006| 384 30/07/2006 30/07/2006 | Crias | Anidacién 414 El Cuyo Yucatan GM 09/01/2007 | 07/05/2007 H950/LCM15382 n/s
Cm M 20/12/2006( 385 04/08/2006 04/08/2006 | Crias | Anidacién 452 El Cuyo Yucatan GM 09/01/2007 | 04/05/2007 H950/LCM15382 3773 CM-A3
Cm M 20/12/2006| 386 05/08/2006 05/08/2006 | Crias | Anidacion 455 El Cuyo Yucatan GM 09/01/2007 [ 04/05/2007 H950/LCM15382 3774 CM-A3
Cm M 20/12/2006| 387 05/08/2006 05/08/2006 | Crias | Anidacion 456 El Cuyo Yucatan GM 09/01/2007 | 04/05/2007 H950/LCM15382 3777 CM-A3 Venia sin Buffer
Cm M 20/12/2006| 388 08/08/2006 08/08/2006 | Crias | Anidacién 461 El Cuyo Yucatan GM 09/01/2007 | 04/05/2007 H950/LCM15382 3778 CM-A3
Cm M 20/12/2006( 389 08/08/2006 08/08/2006 | Crias | Anidacién 465 El Cuyo Yucatan GM 09/01/2007 | 07/05/2007 H950/LCM15382 3789 CM-A3
Cm M 20/12/2006| 390 09/08/2006 09/08/2006 | Crias | Anidacién 474* El Cuyo Yucatan GM 09/01/2007 04/05/2007 H950/LCM15382 3779 CM-A3
Cm M 20/12/2006| 391 09/08/2006 09/08/2006 | Crias | Anidacion 472 El Cuyo Yucatan GM 09/01/2007 | 04/05/2007 H950/LCM15382 3780 CM-A3
Cm M 20/12/2006| 392 11/08/2006 11/08/2006 | Crias | Anidacién 484 El Cuyo Yucatan GM 09/01/2007 | 10/05/2007 H950/LCM15382 3790 CM-A3
Cm M 20/12/2006( 393 13/08/2006 13/08/2006 | Crias | Anidacion | 495505 El Cuyo Yucatan GM 09/01/2007 | 10/05/2007 H950/LCM15382 3791 CM-A3
Cm M 20/12/2006| 394 14/08/2006 14/08/2006 | Crias | Anidacion 510 El Cuyo Yucatan GM 09/01/2007 07/05/2007 H950/LCM15382 No amplificd
Cm M 20/12/2006| 395 15/08/2006 15/08/2006 | Crias | Anidacion 528 El Cuyo Yucatan GM 09/01/2007 | 10/05/2007 H950/LCM15382 3792 CM-A3
Cm M 20/12/2006| 396 17/08/2006 17/08/2006 | Crias | Anidacién 252 El Cuyo Yucatan GM 09/01/2007 | 04/05/2007 H950/LCM15382 3781 CM-A3 TTT142
Cm M 20/12/2006( 397 06/09/2006 06/09/2006 | Crias | Anidacién 650 El Cuyo Yucatan GM 09/01/2007 | 04/05/2007 H950/LCM15382 3782 CM-A3 Cria
Cm M 20/12/2006| 398 13/09/2006 13/09/2006 | Crias | Anidacion 654 El Cuyo Yucatan GM 09/01/2007 04/05/2007 H950/LCM15382 3783 CM-A3 TTT230DETTT385R
Cm M 20/12/2006| 399 13/09/2006 13/09/2006 | Crias | Anidacion 352 El Cuyo Yucatan GM 09/01/2007 | 04/05/2007 H950/LCM15382 3784 CM-A3 TTT369Dere
Cm M 20/12/2006| 400 19/09/2006 19/09/2006 | Crias | Anidacién 676 El Cuyo Yucatan GM 09/01/2007 | 04/05/2007 H950/LCM15382 3785 CM-A3
Cm M 20/12/2006( 401 19/09/2006 19/09/2006 | Crias | Anidacién 253 El Cuyo Yucatan GM 09/01/2007 | 04/05/2007 H950/LCM15382 3786 | CM-A18.1 TTT094
Cm M 20/12/2006| 402 23/09/2006 26/09/2006 | Crias | Anidacion 254 El Cuyo Yucatan GM 17/01/2007 10/05/2007 H950/LCM15382 3793 | CM-A18.1
Cm M 20/12/2006| 403 26/09/2006 26/09/2006 | Crias | Anidacion 682 El Cuyo Yucatan GM 17/01/2007 | 10/05/2007 H950/LCM15382 3794 CM-A3
Cm M 20/12/2006| 404 26/09/2006 26/09/2006 [ Crias | Anidacién 425 El Cuyo Yucatan GM 17/01/2007 | 09/05/2007 H950/LCM15382 3787 CM-Al
Cm M 20/12/2006( 405 27/09/2006 27/09/2006 | Crias | Anidacién 351 El Cuyo Yucatan GM 17/01/2007 No sali6 ADN
Cm M 20/12/2006| 406 27/09/2006 27/09/2006 | Crias | Anidacion 688 El Cuyo Yucatan GM 17/01/2007 10/05/2007 H950/LCM15382 3796 CM-A3 TTT395der TTT396 1zqAL908 recap derecha
Cm M 20/12/2006| 407 27/09/2006 27/09/2006 | Crias | Anidacion 354 El Cuyo Yucatan GM 17/01/2007 | 09/05/2007 H950/LCM15382 3788 CM-A3
Cm M 20/12/2006| 408 27/09/2006 27/09/2006 | Crias | Anidacién 385 El Cuyo Yucatan GM 17/01/2007 | 10/05/2007 H950/LCM15382 3797 CM-A3
Cm M 20/12/2006( 409 27/09/2006 27/09/2006 | Crias | Anidacién 394 El Cuyo Yucatan GM 17/01/2007 No salié6 ADN
Cm M 20/12/2006| 410 27/09/2006 27/09/2006 | Crias | Anidacion 436 El Cuyo Yucatan GM 17/01/2007 10/05/2007 | H950/LCM15382 | 3798 CM-A3
Cm M 20/12/2006| 411 28/09/2006 28/09/2006 | Crias | Anidacion El Cuyo Yucatan GM 07/01/2007 | 10/05/2007 | H950/LCM15382 I 3799 CM-A3
A Aleta
= Corazén
= Higado
M= Musculo
= Sangre
GM = Golfo de México
ND = No disponible
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