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RESUMEN

En el presente trabajo se determind la distribucion tiempo-espacial de la
variabilidad genética en la poblacion de tortuga negra, del estado de Michoacén,
México empleando la variacion presente en 123 secuencias de la regién control
del DNA mitocondrial (DNAmt). Ei DNA fue extraido de muestras de sangre de
hembras anidadoras y musculo de crias muertas por causas naturales. La region
control fue amplificada especificamente utilizando PCR y los productos fueron

secuenciados.

En las 123 secuencias de nucleétidos se distinguieron 5 haplotipos
distintos. La variabilidad genética de la tortuga negra estd distribuida de manera
homcgénea, por lo que no es posible identificar mas de uita unidad de manejo
(UM) en Michoacan. Sin embargo, las playas de Colola, Maruata y Arenas Blancas
presentan hap!oﬁpos privados en muy baja frecuencia, demostrando la

singularidad de estas localidades.

La posicién taxondmica de la tortuga negra es controvertida. En este trabajo
la tortuga negra es considerada como una poblacién de Chefonia mydas. Algunos
autores la consideran como especie independiente, C. agassizii y ofros como
subespecie, C. mydas agassizii En los anélisis filogenéticos y de similitud
realizados en este trabajo no se apoya el estatus de especie. Sin embargo, debido
a su composicioén haplotipicas singular con respecto a otras poblaciones se
demuestra la importancia de las actividades de conservacién sobre la tortuga

negra.
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CAPITULO |
INTRODUCCION GENERAL

TORTUGAS MARINAS

Las tortugas marinas son reptiles de origen terrestre que invadieron el
medio marino en el Jurasico (hace 195 millones de afios). En el Cretacico (hace
140 millones de afios} existieron cuatro familias de tortugas marinas
(Toxochelydae, Protostegidae, Cheloniidae y Dermochelydae), de las cuales sélo
las dos Ultimas sobrevivieron hasta el presente (Lutz y Musick, 1997). La familia
Dermochelydae estd representada por una especie, Dermochelys coriacea
{tortuga laud), y la familia Cheloniidae tiene actualmente seis o siete especies
vivientes: Careffa caretta (tortuga caguama), Lepidochelys olivacea (tortuga
golfina), Lepidochelys kempii (tortuga lora), Nafator depressus (tortuga kikila),
Eretmochelys imbricata (tortuga carey) y Chelonia mydas (tortuga verde o negra).
Algunos autores consideran come una septima especie la tortuga negra Chefonia

agassizii.

La posicién taxondémica de Chelonia agassizii (conocida como tortuga
negra, prieta o tortuga verde del Pacifico Oriental), descrita' por Bocourt en 1868,
no es clara. En el presente trabajo se realizd un andlisis filogenético para
determinar la posicion taxontmica de esta poblacion con base en secuencias de la
region control del DNAmt (ver capitulo V). Este analisis no sustenta la distincion de
C. agassizii como una especie diferente a C. mydas. Por lo tanto, a pesar de ser
esta reconstruccion una hipétesis sustentada en informacién molecular, en este
trabajo se considera a la tortuga negra como una poblacién de C. mydas con
caracteristicas singulares. En el texto se emplea el nombre comun tortuga negra o

prieta para referirse a esta poblacidn distinta de las poblaciones de tortuga verde.

LA TORTUGA NEGRA (Poblacion de tortuga verde del pacifico Oriental Chelonia
mydas).
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Nombres comunes:, tortuga prieta, tortuga verde, tortuga verde del

Pacifico Oriental.

Taxonomia: Esta poblacién fue descrita por Bocourt en 1868, como
especie Chelonia agassizii, a partir de unos ejemplares colectados en la costa del
Pacifico de Guatemala, sin embargo actualmente el status taxondmico de la
tortuga negra es motivo de controversia (Karl y Bowen, 1999) debido a que existen

evidencias a favor y en contra de su asignacién como especie (ver capitulo V).

Descripcion: La tortuga negra es la més pequefia del género Chelonia. El
caparazon de las tortugas adultas mide de 62 a 102 cm de longitud curva
(Alvarado y Figuerca, 1990). Se cobservan en el caparazéon cuatro pares de
escudos laterales, cinco centrales y 11 marginales. El plastron tiene seis pares de
escudos en la parte media y cuatro escudos inframarginales. El caparazén
presenta una escotadura en ambos lados de la porcidn posterior a la altura del
octavo y noveno escudo marginales. Marquez (1990) menciona que el caparazén
de los ejemplares adultos es abovedado, de color gris a negro, con pequefas
manchas de color café o verde olivo; las superficies superiores de las aletas y

cabeza son obscuras; el plastron tiene color blanco a grisaceo.

Alimentacion: Las crias son carhivoras y cambian a una dieta herbivora
cuando son juveniles (>40 cm longitud curva del caparazén), alimentandose
principalmente de pastos marinos (Hirt, 1997).

Reproducciéon: El apareamiento se observa frente a las playas de
anidacion, posteriormente las hembras ovopositan de uno a seis nidos (promedio
2.6) en una temporada de anidacién (de septiembre a enero) en intervalos de 12
dias. El promedio de huevos por nido es de 65.1 y una tortuga se reproduce y
anida cada 3 afios en promedio (Hirt, 1997).

Distribucion: La distribucion de esta poblacién se extiende en el Océano
Pacifico Oriental desde el sur de Alaska hasta la regién de Biobio en el centro de

Chile. En su distribucion se encuentran zonas de alimentacidén en el Golfo de
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California, Océano Pacifico de California, costa de Oaxaca, Costa Rica y en las
Islas Galdpagos. Como todas las tortugas marinas requiere incursionar, en la
playa para ovopositar. Este proceso se ha reportado esporadicamente en muchas
playas de México, Guatemala, El Salvador, Nicaragua, Costa Rica, Panama,
Colombia, Ecuador, Pert y Chile, pero la principal actividad anidadora se
concentra en las Islas Galapagos y en el estado de Michoacan, particularmente en

las playas de Maruata y Colola (Figura 1.1.).

Migraciones: Las tortugas negras realizan movimientos debido a que las
areas de alimentacion no son las mismas que las areas de reproduccién. Se han
encontrado extensas areas de forrajeo en el golfo de Baja California y frente a las
costas de Oaxaca, Guatemala y El Salvador. Se han =ncontrado tortugas
anidadoras de la costa de Michoacan en areas de alimentacion a mas de dos mil

kilémetros de distancia (Alvarado y Figueroa 1992).

Situacion Actual: De acuerdo a los criterios de la UICN, del CITES y de la
Norma Oficial Mexicana NOM-059-ECOL-1994 la Chefonia mydas se encuentra
catalogada como especie en peligro de extincion (sélo en la NOM-059-ECOL-1994
se hace la distincion entre C. mydas y C. agassizii, ambas se consideran en

peligro de extincion).

[ Bistribucion tortuga negra

J R ﬂmﬂu—w
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Figura 1.1. Distribucion de la
tortuga negra.- Los nlmeros
representan las  principales
playas de anidacidn para esta
especie: (1) playas del estado
de Michoacan (2) playas de las
Islas Galapagos (madificado de
Poland, 2000)
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TORTUGAS MARINAS EN MICHOACAN Y MEXICO

Las tortugas marinas, al igual que muchas formas de vida, han sido
disminuidas en su nimero como consecuencia de practicas prolongadas de sobre-
explotacion. El consumo de huevo (al que se le han adjudicado propiedades
afrodisiacas), carne, piel como sustitucién de la piel de cocodrilo, la modificacién
de sus playas de anidacion por la actividad humana, pesca incidental y fenémenos

atmosféricos son los factores que han afectado en mayor medida sus poblaciones.

México es sitio de anidacidén de cinco de las seis especies de tortugas
marinas. De éstas, dos de las consideradas como en mayor peligro de extincion; la
tortuga lora (Lepidochelys kempii); y la tortuga negra, anidan en el pais. Esta
ultima, objeto del presente trabajo, tiene como principales playas continentales de
anidacion en el mundo Maruata y Colola en la costa Michoacana (Alvarado vy
Figueroa, 1992).

En la década de los setentas se extraian aproximadamente 70 mil huevos
de tortuga negra por noche de la playa de Colola durante la temporada de
reproduccion (Cliffton, et al. 1982). Entre 1965 y 1977, mas de 165,000
ejemplares fueron capturados en el Pacifico mexicano (Grombridge y Luxemoore,
1989) generando una disminucion notable en el tamafio de su poblacién. En los
sesentas Cliffton ef a/ 1982. estimaron una poblacion de 25,000 hembras en
Michoacan y en la década de los ochentas Alvarado y Figueroa (1992) estiman
que la poblacion anidadora varié de un méaximo de 5,586 hembras anidadoras en
1981 a un minimo de 904 hembras en 1984. N -

VARIABILIDAD GENETICA

Una posible consecuencia directa de la reduccion del namero de individuos
en las poblaciones es la pérdida de variacion genética. La disminucion en la
variabilidad genética puede ser cualitativa (con la pérdida de alelos o haplotipos} y
cuantitativa (con el cambio en Ia frecuencia de alelos o haplotipos). La variabilidad

genética puede ser medida usando distintos indices, aunque el mas empleado es
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la heterocigdsis (H) , que se puede interpretar como ia fraccién de individuos de
una poblacion que son heterdcigotos para uno o varios loci en el caso de loci
diploides (Hartl y Clark, 1989). En el caso de loci haploides (de procariontes o
genes citoplasmicos de los eucariontes localizados en la mitocondria o cloroplasto)
representa la probabilidad de que dos haplotipos tomados al azar de una
poblacion sean diferentes (Nei, 1987). . La H tiene un valor maximo de 1
representando un numero infinito de alelos y, como minimo, 0 para una
variabilidad genética nula. Existen otras medidas de variabilidad genética como la
proporcidn de loci polimorficos, asi como la diversidad nuclectidica y haplotipica
que se obtiene de secuencias de DNA,

Independientemente del estimador de variabilidad genética, se reconoce
que la disminucién de la variabilidad genética en una poblacion esta asociada con
la disminucidn de [a adecuacion (W} de la misma y que las poblaciones con alta
variabilidad genética tienen mayor capacidad para adaptarse a ambientes
cambiantes (Soulé 1980). La disminucién en la adecuacion de las poblaciones con
poca variabilidad genética puede explicarse por posibles depresiones en la
respuesta de su sistema inmune (O'Brien et al. 1985, Ellegren 1996), Ellegren
(1996) ha observado que poblaciones de Alces con poca variabilidad genética
poseen poca variabilidad en el Sistema Principal de Histocompatibilidad (MHC),
generando esto una disminucion en la capacidad de presentaciéon de antigenos del
sistema inmune, con la consecuente susceptibilidad de la poblacion a

enfermedades.

La disminucion en el tamafio de una poblacion con el consecuente aumento
de la homocigasis genera depresion por endogamia. Este proceso se presenta por
varias razones: segin Packer (1979), el incremento en ia homocigdsis aumenta ia
probabilidad de que los alelos letales o semiletales se expresen. el incremento de
la homocigdsis disminuye la variabilidad genética de la descendencia con Ia
reduccién de la probabilidad de sobrevivencia para cualquier individuo en un
ambiente sujeto a cambios repentinos (Ralls ef a/ 1986). Allendorf y Leary (1986)

hacen un analisis de trabajos publicados en los que se observa que los
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organismos heterocigotos de varias especies animales tienen una mayor
sobrevivencia, resistencia a enfermedades, tasa de crecimiento y estabilidad en el
desarroflo con respecto a los homocigotos. Concluyendo que en términos
generales hay una relacion positiva entre la adecuacion y la heterocigésis. En
plantas también se ha encontrado relacion positiva entre la variabilidad genética y
componentes de |la adecuacion como sobrevivencia y crecimiento pero no una

dependencia estricta entre estas dos variables (Ledig, 19886).

Un caso tipico del impacto negativo de la homocigocis sobre la adecuacion
de animales es el de los guepardos Acinonyx jubatus en los que se han detectado
valores excepcionalmente bajos de variabilidad genética que asociado a: bajas
concentraciones de espermatozoides, alta proporcion de espermatozoides con
anormalidades, alta mortalidad de juveniles y pobre capacidad de presentacién de
anfigenos por el sistema mayor de histocompatibilidad (MHC) (O'Brien ef af.
1985).

Los esfuerzos de conservacion generalmente se aplican en funcién de
consideraciones de la demografia de las especies y pocas veces se toman en
cuenta los elementos geneéticos, que son igualmente importantes. Es posible que
una poblacidn sea demograficamente estable (i.e., indice reproductivo neto igual o
superior a 1) pero no sea estable evolutivamente, debido a una aito grado de
endogamia (bajo nivel de variabilidad genética). Por lo tanto, mantener el tamafio
de las poblaciones y su variabilidad genética debe ser un aspecto fundamental en

planes de manejo a largo plazo (Lande y Barrowclough, 1987).

Para que exista evolucion y adaptacion es necesario que exista variabilidad
genética. Lande y Barrowclough {1887) plantean que los biélogos involucrados en
actividades de conservacién, han de tener como actividad fundamental la
determinacion y monitoreo de los niveles de variabilidad genética y la estimacion

del tamafio efectivo de las poblaciones con las gue se encuentran involucrados.

En este apartado se ha planteado la importancia de la variabilidad genética

para la conservacion de las poblaciones naturales. Preservar la variabilidad

6
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genética sin considerar factores demograficos no tiene sentido. Una vez
asegurado el mantenimiento de las poblaciones a corto plazo (considerando
elementos demograficos) es que se ha de magnificar la variabilidad de la

poblacién sujeta a manejo, para asegurar su persistencia a largo plazo.

Generalmente, cuando se habla de variabilidad genética en relaciéon a la
conservacion se le asocia a la variabilidad genética obtenida del promedic de
varios loci (p. ej. variabilidad promedio de varios loci de isoenzimas) sin embargo
existe variabilidad genética cuantitativa, (asociada a rasgos que son resultadoe de
la expresion de varios loci, efectos pleiotropicos e interaccién con el ambiente) que
para monitorearse requiere de estudios de heredabilidad. Estos estudios son
complicados de realizarse con poblaciones silvestres sin embargo son
fundamentales tambien en planes de manejo de largo plazo (Lande vy

Barrowclough, 1987).

POBLACION MINIMA VIABLE (PMV) Y TAMANO EFECTIVO DE POBLACION
(Ne).

Tedricamente es fundamental para el disefio de reservas y areas protegidas
definir cual es el nUmero minimo de individuos que ha de contener una poblacion
para subsistir de manera estable (Lande y Barrowclough, 1987). La Poblacién
Minima Viable (PMV) tiene dos atributos que son intrinsecos de la poblacion y uno
que depende de factores externos. Intrinsecos son las caracteristicas genéticas y
demograficas de la poblacion mientras que los atributos extrinsecos dependen de
la estocasticidad ambiental {Caughley, 1994). Franklin (1980) propone el tamarno
que ha de tener una poblaciébn para garantizar la conservacion de la varianza
genética de la siguiente manera: En términos generales, se ha sugerido que, la
depresion por endogamia es mantenida en niveles tolerables si 1a poblacion es de
mas de 50 individuos (tamafio efectivo Ng), mientras que se requieren mas de 500
individuos (N¢) para permitir que los procesos evolutivos puedan ocurrir,
manteniendo un equilibrio estable entre las fuerzas que merman la variabilidad

genética y las que la incrementan (Franklin, 1980).
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El tamario efectivo de una poblacion esta definido por varios atributos que

son particulares para cada poblacién.

a) La proporcion sexual operacional: Dos poblaciones (con todos sus
individuos reproductivos y asumiendo apareamiento al azar) de 100 individuos
pueden tener N distintos, p. e|. poblacién (a} 90 machos y 10 hembras (b} 50
hembras y 50 machos. Aplicando la formuia:

4Nme

Ne 1,._3. r’
N:'n 34Nf '

Resulta que el N poblacion (a)=386; poblacion; (b)=100.

b) Los individuos de una poblacion que se encuentran activamente
reproductivos depende de la proporcidn de individuos juveniles y adultos es decir

de la estructura de edad de la misma.

¢) El sistema de apareamiento (poliandria, poliginia, monogamia) puede
modificar la proporcién sexual operacional de las poblaciones, y procesos de
competencia intra-sexual afecta la varianza en el niUmero de progenie generado
por un individuo. El impacto de la varianza en el numero de progenie se ha
explorado con la formula:

NI
20

Si la varianza en la progenie es de 4 (promedio =2) entonces Ny=2/3N pero
si no hay varianza entonces N.=2N. Esto implica que conforme aumenta la
varianza de una poblacién en cuanto a numero de progenie por individuo, el
tamanio efectivo de la poblacién disminuye y el Ne es maximo cuando la varianza

en el nimero de progenie por individuo es igual a cero (Franklin, 1980).
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d) El tamario efectivo de una poblacion se ve afectado por variaciones en el
tamano poblacional en el tiempo de manera gue se obtiene como la media

armonica.

Laflilglgl ml
NOITINDON N Ni-
Por consiguiente el N se ve dominado por los valores mas bajos de tamafio
de poblacién (Hartl y Clark, 1989). Li (1987) plantea este tamario efectivo como €l
“tamafio efectivo poblacional de largo plazo” .

Una vez definido el Ny de una poblacién se puede determinar si se ajusta al
valor minimo necesario propuesto por Franklin (1980), lo cual es una aproximacion

para estimar el estado de |a poblacion.

Para mantener un tamarno efectivo (N.) de 500 individuos, se ha observado
que se requieren enire fres a cuatro vecss sste valor de tamafio poblacional (N)
dependiendo de la especie (Hartl y Clark, 1989; Li, 1997).

A partir de la variabilidad genética de una poblaciéon se puede calcular el
tamano efectivo de una poblacion. Esto es posible con el calculo del pardmetro
theta ¢ (Watterson, 1975) que se obtiene de secuencias de DNA de regiones que
no estan sujetas a seleccién natural (p. ej. intfrones). Entonces usando la expresion
g UN_ m podemos podemos estimar de manera indirecta el N, para genes
diploides. Este N es histérico y no es posible darle una interpretacion bioiogica

tacita.
Para mantener un tamano efectivo de 500 individuos, se ha estimado que

se requieren minimo entre tres o cuatro veces este valor para el tamafio
pablacional (N), dependiendo de la especie (Hart! y Clark 1989; Li, 1997).

Ya que este numero de PMV (500/50) fue derivado de observaciones en
poblaciones de Drosophila sp., no es pasible suponer que necesariamente este

valor es automaticamente aplicable para definir el tamafio minimo de poblacion de

9
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otras especies y es necesario considerar las caracteristicas singulares de cada
especie y poblacidén en cuestion. El valor de PMV siempre estara acotado por dos
valores: la probabilidad de persistencia de la poblacién y el intervalo de tiempo
estimado para la probabilidad de persistencia. Este nimero esta sujeto a distintos
niveles de estocasticidad ambiental, asi como a la capacidad de respuesta
conductual y demogréfica para contrarrestar la misma de cada especie por lo tanto

estos atributos son Unicos para cada poblacion (Caughley, 1994).
UN!DADES DE MANEJO

Uno de los principales requisitos para el manejo de especies animales
silvestres es identificar las unidades demograficas que se comportan
reproductivamente independientes. A éstas se les denomina “unidades de manejo”
(Moritz (1994} MUs siglas en inglés). Su identificacion permite analizar fa dinamica
de cada una de ellas. Asi, sera posible determinar el estado de cada una y
consecuentemer{i’fe jerarquizarlas de acuerdo la necesidad de atencion, ya que no

siempre es posible conservar la totalidad de las poblaciones.

En fortugas del género Chefonia se han detectado varias unidades de
manejo en el océano Atlantico y Pacifico usando RFLPs sobre ia regién conirol,
pero se recomienda el re-analisis de las MUs a la luz de secuencias nucleotidicas
del mtDNA (Moritz, 1994). En las ballenas jorobadas Megapfera novaengliae se
han detectado numerosas MUs, que revelan 6 eventos de migracién suficientes
para explicar la distribucion de los haplotipos en el espacio actual (Baker ef al.
1993).

HERRAMIENTAS MOLECULARES

El uso de las técnicas de la biologia molecular ha permitido el anélisis de la
variacion cualitativa y cuantitativa de frecuencias alélicas de organismos en el

espacio y en el tiempo, facilitando el estudio de los procesos evolutivos.

Los primeros avances se dieron con la electroforesis de proteinas la cual

permitié detectar la variabilidad genética en loci que codifican enzimas. Cuando se

10
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encuentran isomeros de enzimas, con conformacion diferente pero con una misma
actividad enzimatica, se les denomina “isoenzimas” y cuando las diferentes
isoenzimas son producidas por alelos aiternativos del mismo locus, se les
denomina “aloenzimas”. Con base en las diferencias en la composicion de las
aloenzimas fue posible iniciar las investigaciones de la composicion genética de
los organismos. Varias tematicas han sido estudiadas con estos métedo:, Par
ejemplo la clarificacidon de la posicion taxonémica de algunos organismos que por
métodos morfoldgicos no era posible (ej. Roy ef al. 1994, Reich ef a/ 1999), asi
como determinar los procesos de diferenciacién genética entre y dentro de
poblaciones. Antes del desarrollo de esta técnica, so6lo se tenian disponibles las
mutantes morfoldgicas y conductuales para estudiar la variabilidad del genoma.
Con las nuevas técnicas moleculares fue posible estudiar docenas de marcadores

mendelianos de muchos organismos (May, 1992).

En décadas recientes se han logrado avances que ponen a nuestro alcance
el estudio de los niveles siementales de la genética -ios acidos nucieicos- para
medir la variacidbn genética. Estas técnicas, tienen varias ventajas sobre las
proteinas: Las proteinas generalmente son mas termolabiles que el DNA por lo
que se requiere la congelacion casi inmediata de las muestiras para su analisis en
laboratorio. Aun a temperaturas de -70° C algunas proteinas pueden
desnaturalizarse, mientras que el DNA es estable por | :gos periodos de tiempo a
temperaturas ambientales con preservadores sencillos {ver Apéndice ). El analisis
de electroforesis de isoenzimas también tiene la desventaja que puede subestimar
ia variabilidad genética de una poblacidn, debido a que es posible que dos 0 mas
proteinas migren como un mismo alelo si 'tienen carga neta y peso parecido, aun
cuando tengan distinta secuencia de aminoacidos. Es posible tambien que
diferencias en la secuencia de acidos nucleicos no se expresen en la secuencia de
aminoacidos de una proteina, debido a que todos los aminodcidos (excepto
metionina vy triptofano) son codificados por mas de un codon. Por lo anterior se
considera que las herramientas moleculares dirigidas a acidos nucleicos, ofrecen
mayor versatilidad en cuanto a las facilidades de colecta, preservacion y niveles

de universalidad (relaciones de parentesco, inter-poblacionales, inter-especificas y

11
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niveles superiores) en los que sé les puede aplicar debido a los distintas tasas de

mutacion dentro de un mismo genoma (May, 1992., Hillis ef a/. 1996).

Usando acidos nucleicos se han generado diversas técnicas para el estudio
de procesos evolutivos, tales como el analisis de los Patrones de Resfriccion de
Enzimas (Restriction Fragment Length Polimorphism RFLP), la hibridacién de
acidos nucleicos y la secuenciacion. El desarrollo de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (Saiki ef a/ 1985; PCR por sus sigias en inglés) ha hecho mas
eficientes y baratas varias de estas técnicas, posibilitando el surgimiento de otras
técnicas: Variable Number of Tandem Repeats (VNTR), Random Amplification
Polymorphic DNA (RAPD), Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP),
Single Strand Conformational Polymorphism (SSCP), Denraturing Gradient Gel
Electrophoresis (DGGE) y el estudio de microsatélites. La seleccion de métodos

obedece a las necesidades especificas de la investigacion.

. En tortugas marinas, el uso de isoenzimas en las primeras investigaciones
arrojé estimaciones de variabilidad genética muy baja, por lo que los datos
obtenidos eran de poca utilidad para describir la estructura genélica de las
poblaciones (Bonhomme ef a/. 1987). Mas recientemente, empleando el anélisis
de acidos nucleicos, se han logrado conocer patrones de migracion de tortugas
marinas (Bowen ef a/. 1995), fortalecer la teoria del retorno de las crias a su playa
de nacimiento para desovar o *filopatria® (Meylan ef a/ 1990), conocer las
relaciones filogenéticas entre las distintas especies de tortugas (Bowen ef a/
1993), estimar la tasa de evolucion de las tortugas marinas con respecto a otros
vertebrados (Avise ef a/. 1992), asi como definir la frecuencia de paternidad
mdltiple en las nidadas en varias especies de tortugas marinas (Harry, 1988,
Peare, 1994; FitzSimmons, 1998; Kichler, 1999; Bollmer, 1999).

En México se han realizado estudios pioneros de genética con varias
especies de tortugas marinas, y se han incluido varias poblaciones de México en
evaluaciones globales, entre estas tenemos: a la tortuga carey, Eretmochelys
imbricata (Bass, 1994), la tortuga verde Chelonia mydas (Bowen et al. 1992.,
Encalada, 1996), vy la tortuga caguama Carefla carefia (Bowen ef al. 1995).

12
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Actualmente se realizan estudios genéticos con mayor profundidad enfocados
sobre poblaciones mexicanas, como por ejemplo las investigaciones sobre la
tortuga golfina, Lepidochelys olivacea, del Dr. Alberto Abreu-Grobois (Estacion
Mazatlan ICMyL UNAM), de la tortuga laad, Dermochelys coriacea, de la Biol. Ana
Barragan (Laboratoric de Tortugas Marinas de la Facultad de Ciencias UNAM) y
de zonas de alimentacion y desarrolio de la misma tortuga negra en el Golfo de

California por J. Nichols Wallace (Universidad de Arizona).
DNA MITOCONDRIAL

El DNA mitocondrial (DNAmt) es una molécula circular de aproximadamente
16.5 Kb que se hereda por via materna. Esta peculiaridad se debe a que en la
fertilizacion el espermatozoide transmite DNA nuclear al 6vulo y muy poco DNA
extra-nuclear, por lo tanto las mitocondrias provienen del citoplasma en el 6vulo.
Los espermatozoides poseen aproximadamente 100 mitocondrias, mientras que el
ovulo posee 10 miillones de mitocondrias, por io tanto al formarse el cigoto Ia
relacién entre el DNAmt de origen paterno y materno es de 1:10°, esto explica que
la herencia del DNAmt sea por via materna, ya sea porque las mitocondrias de
arigen paterno no pueden replicarse en el cigoto, © por la proporcién tan dispar
entre el numero de mitocondrias paternas y maternas en el cigoto (Hutchinson ef
al. 1974; Giles ef a/, 1980).

Se ha reportado que la evolucidén del genoma mitocondrial es 5-10 veces
mas rapida que la de los genes nucleares, mientras que en ta regidén control
(también conocida como “d-loop” en inglés) es cinco veces mas rapida que la del
resto del DNAmt (Cann et a/. 1987). Esto es logico si se considera gue la region
control no codifica para ninguna proteina, de modo que no esta sujeta a seleccion
natural, permitiendo una mas rapida acumulacion de mutaciones con respecto a
regiones codificantes. Segtn Gray (1989) la rapidez de la evolucion del genoma

mitocondrial se explica por distintas causas:

+ Mayor tasa de mutacion, por estar expuesto a dafios por oxidacion dentro de la

matriz mitocondrial rica en agentes oxidantes.

13
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« Sistema de replicacion “propenso” a cometer errores. Debido a la ausencia o
deficiencia de mecanismos de reparacion en la replicacion que es dada por la y

DNA polimerasa.

* La capacidad de los tRNAs para "tolerar” cambios en la tercera posicion del

triplete sin que esto implique cambios en la proteina resultante.

Estas caracteristicas propician a que el DNAmt, particularmente de Ia region
control, sea muy polimérfico. Esta cualidad lo hace muy atractivo para los estudios

de genética de poblaciones.

Existen trabajos previos en los que se ha secuenciado {a totalidad del
genoma mitocondrial de una tortuga del género Chelonia encontrandose que es de
16,497 pares de bases y con el arreglo de genes es como el de la mayoria de los
veriebrados {Kumazawa y Nishida, 1999). E! cromosoma mitocondrial contiene ia
informacion para sus rRNAs 168 y 128, 13 sub-unidades de la cadena respiratoria y
22 tRNAs necesarios para la traduccién. Las proteinas codificadas son |las siguientes
{Gray, 1989) (a) 7 sub-unidades de ia NADH deshidrogenasa (ND 1-6 y 4L}, (b) 3
sub-unidades de Citocromo ¢ oxidasa (COX I-ll), (¢} 2 sub-unidades de Ja ATP
sintetasa (atp 6,8), {d) Citocromo b {Cyt-b) v 981 pares de bases en la region control
que contiene el origen de replicacion de la cadena H y transcripcién de la cadena
pesada H y ligera L. nombradas asi por su densidad en gradientes de cesio {Figura
1.2.).

JUSTIFICACION

Este trabajo se realizé con la tortuga negra considerada en peligro de
extincidbn en la norma oficial (NOM-058-ECOL/1994) y el area de estudio
comprende la regidn costera del area prioritaria para la conservacion: Sierra de
Coalcoman, Michoacan (CONABIO, 1999).

No existe ningun trabajo previo en el gue se describan los niveles de

variacion y estructura genética de la tortuga negra en las costas del estado de
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Michoacan, y esta informacion es importante para definir sitios prioritarios para la

conservacion.

Aunque existen trabajos sobre diferenciacién genética en el género
Chelonia, incluyendo muestras de tortuga negra, estos trabajos han tenido
tamafnos de muestra pequefios vy escasa coberfura geografica. Uno de los
objetivos alcanzados en el presente trabajo fue incrementar substancialmente el
tamano de muestra, con el animo de lograr un analisis mas robusto que pudiera

aportar nueva informacion sobre la polémica de la sistematica de esta especie.

O-oop 125 rRNA

155 rRNA

NC &

ND 3
Cox

ATPase g AlTPaseBd

Figura 1.2. Arreglo del genoma mitocondrial de las tortugas matinas del género Chefonia,
los hombres abreviados de los aminoacidos corresponden la posicién de sus tRNAs. La
cadena externa es |a pesada y la interna es la ligera OL y OH representan el inicio de
replicacidén de la cadena pesada vy ligera respectivamente

El presente trabajo se realiza con DNA, pues esto nos permite situarnos en
el ultimo nivel de interés genético, asi como observar la variacién existente entre
los organismos de manera discreta (se detectan cambios en una, dos...n bases }.

Se emplea DNAmMt de [a region control, pues se sabe que esta evoluciona mas
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rapido que el resto de la molécula, lo cual permite identificar variacién en las
tortugas, en las cuales se ha observado una tasa de evolucion de 5 a 10 veces
menor con respecto a otros vertebrados (Avise ef @/ 1992). La region control del
DNAmMt es una excelente herramienta para resolver la estructura genética de

poblaciones y sistemética de las especies.
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CAPITULO Il MATERIALES Y METODOS

SITIO DE ESTUDIO

La costa michoacana tiene aproximadamente 208 Km. de longitud y se
encuentra localizada al sur de la Sierra Madre del Sur. Cuenta con tfres municipios;
de este a oeste son: Lazaro Cardenas, Aquila y Coahuayana. El limite oriental de

la costa es el rio Baisas y el occidental el rio Coahuayana.

La mayor parte de los municipios de Lazaro Cardenas y Coahuayana
presentan costas regulares con playas largas y amplias planicies costeras
mientras que toda la costa del municipio de Aquila es irregular. L.as montafias y
colinas de la Sierra Madre del Sur estan tan cerca del mar, que practicamente no
existe planicie costera, en algunas partes las montafias emergen abruptamente
del mar. Las montafias alcanzan alturas de 2000 m.s.n.m. La ausencia de
planicies costeras dificulta la formacidn de esieros y deltas de rios (Alvarado vy
Figueroa 1989).

El tipo de vegetacidon dominante es de bosque tropical caducifolio y en
algunas cafadas se encuentra bosque tropical sub-caducifolio {(Rzedowski, 1990)

y el clima es caliente sub-hGimedo con lluvias en verano (Garcia, 1988).

El estado de Michoacan estd asentado en la placa continental de
Norteamérica, mientras que el piso del Pacifico descansa sobre la placa de Cocos
la cual tiene un desplazamiento hacia el noreste de 5 a 10 ecm por afio contra la
placa de Norteamérica que se mueve hacia el oeste. Esta colision es la que
genera que la costa michoacana tenga una topografia tan accidentada, con una
planicie costera angosta y una estrecha plataforma continental por lo que cerca de

la costa hay grandes profundidades (Alvarado y Figueroa 1989).

Las playas de estado de Michoacan presentan sélo algunos manchones de
vegetacion constituidos principalmente por pastos de ambientes salinos Distichlis

spicafa. En el extremo mas alejado del mar se encuentra un matorral compuesto
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principatmente por Prosopis juliflora, Gliricidea sepium y Phithecellobium
lanceolatum (Alvarado y Figueroa 1989).

// Michoacan

£ .
.
\‘__“‘h-
Localidad Localizacion (Lat N Long W)

Colola 18° 18" 38" 103° 26" 50”

Colola
/Maruata
Paso de Nora Maruata 18°16° 227 103° 207 43"
K‘_{Arenas Blancas

——

Paso de Noria 187 15" 37" 103° 18" 268"

Arenas Blancas | 18° 12747 103° 02" 19"

Figura 2.1, Mapa de localizacion de localidades de muestreo del presente trabajo.

Las playas de anidacion de las que se obtuvieron muestras son: Colola,
Maruata, Paso de Noria y Arenas Blancas, ubicadas en el municipio de Aquila del
estado de Michoacan (figura 2.1).

METODOS DE LABORATORIO
OBTENCION Y PRESERVACION DE LAS MUESTRAS.

Ya que el uso de la PCR permite la amplificacion de fragmentos especificos
del genoma a partir de pequefias cantidades de acidos nucleicos, para este
trabajo fue suficiente colectar pequefias muestras de sangre y/o tejido solido. En

los casos que se utilizd sangre, esta se obfuvo de hembras adultas en la playa
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después de terminado el desove, empleando el método reportade por Owens y
Ruiz (1980). Se colectaron entre 0.5 y 1 mi de sangre, empleando una jeringa
estéril de 5 ml con aguja de 18-22 x 38 mm, y posteriormente la sangre fue
suspendida en solucidon amortiguadora litica, (Apéndice 1) en una proporcion de
1:5-10. Las muestras se almacenaron en envases de plastico de 10 ml para su
transporte al laboratorio. Si la hembra no se encontraba marcada se le puso una
marca metalica Monel 400 en la aleta anterior izquierda (Balaz, 2000) para evitar

obtener dos muestras de una misma hembra durante la temporada de anidacion.

El tejido de las crias se obtuvo de organismos que mueren de manera
natural en los nidos que son transportados al vivero (el porcentaje de emergencia
en vivero para la tortuga negra reportado por Alvarado y Figueroa, 1990 es de 64
%). Las muestras se obtuvieron antes o después de la eclosién, empleando una
navaja de bisturi para obtener un fragmento de tejido de 3 mm?® de musculo de las
aletas anteriores o de tejido blando de la region cervical de la tortuga. Los
fragmentos de tejido sdlido se preservaron en solucion saturada de sal-DMSO
(Apéndice |) en una proporcion 1:5-10 tejido: solucién saturada sal-DMSO en un
envase plastico de 10 ml para el transporte de muestras al laboratorio, de acuerdo

a la técnica propuesta por Dutton (1996b).

Tanto la solucidn amortiguadora usada para sangre como la usada para
tejido permiten el almacenamiento de las muestras por un periodo de seis meses
sin refrigeracion, sin que el DNA se degrade. Una vez en el laboratorio, las
muestras se almacenaron a —70°C en un ultra-congelador para su posterior

analisis.

En el caso de colecta de tejido a partir de crias muertas, solo se toma tejido
de una cria por nido, debido a que el DNAmMt es heredado por via materna y la
colecta de muestra de mas de una cria por nido sobrestimaria la frecuencia de el
alelo materno en la poblacién (Hutchinson ef al. 1974; Giles ef a/. 1980). Se
prefirid la colecta de nidos que no tenian mas de 12 dias de diferencia en las

fechas de ovoposicion, para evitar muestrear duplicados de una misma tortuga, ya
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gue se sabe que el valor promedic del periodo inter-anidatorio en una misma
temporada es de 12 dias (Miller, 1987).

También se colectaron algunos fragmentos de hueso de algunas tertugas
gque tenian hasta dos aflos de muertas, de tas que se logré obtener DNA

empleando el High Pure™ PCR Template Preparation Kit de Boehringer.

Las fechas en las que se tiene reportada la mayor actividad de anidacién
son entre septiembre y enero (Hirt, 1997), presentandose el maximo de anidacion
enire octubre y noviembre de cada aho, por lo que la colecta de sangre se realizd
en estos meses, y la colecta de tejido de crias en enero y febrero, cuando es
posible revisar una mayor cantidad de nidos en busca de crias muertas después

de la emergencia de las crias.

En algunos sitios de anidacion fue necesario solicitar el apoyo de los
encargados de los campamentos, por Io que se disefid una guia para la colecta
de tejido y sangre que se dejé en cada campamento junto con el material

necesario para la colecta de muestras de sangre y tejido (Apéndice 1).

Como la tortuga negra es una especie considerada en peligro de extiﬁcién
en la norma oficial (NOM-059-ECOL/1994) se obtuvieron los permisos de colecta e
investigacion cientifica para individuos de tortuga negra Chelonia agassiziif DOO
550.-4628/96 y DOO 750.-7562/97 otorgados el 26 de septiembre de 1996 y 3 de
septiembre de 1997 respectivamente, por la Direccién General de Vida Silvestre,

Instituto Nacional de Ecologia, de la Secretaria de Recursos Naturales y Pesca.
OBTENCION DEL DNA,

Para la obtencion del DNA se emplearon 2 protocolos diferentes; uno
empleando solventes organicos (Apéndice 1) y el otro aplicando el High Pure™

PCR Template Preparation Kit de Boehringer.

DISENO DE “PRIMERS” (OLIGONUCLEOTIDOS)
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Se disefid un par de oligonucleotidos para amplificar la regién D-Loop de C.
agassizii de acuerdo a la secuencia registrada en Gene Bank (Numero de acceso.
U40658. Numero de identificacion. G1117939) empleando el Programa Oligo 4.0
para PC. Los oligonucledtidos disefados se muestran en la Tabla 2.1

Tabta 2.1. Oligonucleotidos disefiados para la amplificacion de la region control del
DNAmMt de Chelonia agassizii

SECUENCIA CARACTERISTICAS

® ccacgcacaaactaactace® UPPER PRIMER (C.a.1*): cadena positiva para ia
! secuencia de C. agassizii. Se une en la pos. 33.

‘Tiene una Tm determinada por el método de % GC de
68°C, y su contenido de AT es de 50 % y CG 50%

® ttamagaggaacgaatgaac® LOWER PRIMER (C.a.2*). cadena negativa para la
secuencia de C. agassizii. Se une en ta pos. 451:

Tiene una Tm determinada por el método de %GC de
62.1°C y su contenido de AT es de 65% y GC 35%.

Este par de oligonhucledtidos produce un producto de amplificacién de 438

pb. de los 508 pares de bases reportados en la secuencia de Gene Bank.

El primer C.a.1 tiene 100% de similitud con la region control del DNAmt de
la secuencia gh:CAU40659 de Chelonia agassiziiy gb:CMU40436 de C. mydas.

El primer C.a.2 tiene 100% de similitud con la regidén control del DNAmt
secuencia de Gene Bank: gh:CAU40659 de C. agassizii, gb:CMU40436 de C.
mydas, CCU22261 de Careffa caretta;, gb: LKU40657 de Lepidochelys kempifi, gb:
CCU40435 de Caretta caretfa, gb: LOU40661 de Lepidochelys ofivacea, gb:
CRWMTTRPA de Careffa carefta; y homologia de 95% con las secuencias: gb:
EIU37807 de Eretmochelys imbricata, gb:MTCM5 de C. mydas, gb:MTCM6 C.
mydas; gb:DCU40663 de Dermochelys coriacea, gb:MTCM7 de C. mydas,
gb:NDU40662 de ANafafor depressus, gb:.CMU40660 de C  mydas,
go:CRWMTTRPB de Caretta caretia .
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Siendo los valores de similitud del 100%, podemos decir que Ja
especificidad de los oligonucledtidos por el DNAmt de tortuga matina es alta, por
o que estas secuencias pueden ser empleadas para amplificar una porcién de la

region D-loop.
AMPLIFICACION CON LA PCR

A pesar de tener los oligonucledtidos disefiados en este frabajo se
emplearon oligonuclestidos previamente reportados con la finalidad de tener
fragmentos del mismo tamafio que en trabajos previos y asi poder comparar

secuencias del mismo tamafio.

Se amplifico la regidbn D-Loop del DNAmt con los oligonucledtidos
reportados por Allard ef a/. (1994), que generan un producio de amplificacién de
aproximadamente 559 pb (contando la secuencia del cebador de 19 bases que se

incorpora al extremo de la secuencia amplificada).

Secuencias de los oligonucledtidos empleados en este trabajo reportados
por Allard ef al. (1994):

LTCM1 ® ceccaaaaccggaatectat® ;
HDCM1 ® actaccgtatgccaggtta®

Debido a la sensibilidad de la PCR, es importante realizar controles
negativos en los experimentos gque permitan asegurar fa confiabilidad de los
ensayos. Un control negativo es una reaccion en el que se adicionan todos los
componentes excepto DNA muestra. Si en esta reaccién se observa algln
producto, serd un claro indicador de contaminacion de las muestras, lo que impide

tener certidumbre de ia calidad de las reacciones realizadas a la par.

Una manera de dar certidumbre a la reaccion es probar la capacidad de los
oligonucledtidos de generar estructuras de doble cadena con acidos nucleicos de
otros organismos, particularmente de hongos. bacterias y humanos, que son las

potenciales fuentes de contaminacion. Esto se realizd usando un algoritmo de
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blsqueda de secuencias complementarias de los oligonucledtidos LTCM1 vy
HDCM1 en las bases de datos que contienen todas las secuencias publicadas (por
ejemplo en el GeneBank). El algoritmo de busqueda empleado fue el modulo
FASTA (Pearson y Lipman 1988) con cada uno de los oligonucledtidos, lo que
permitic saber gque complementariedad existe de estos con alguna de las
3,841,000,000 bases de las 4,865,000 secuencias reportadas hasta octubre de
1999. Los oligonucleotidos que se usaron resultaron tener complementariedad con
tortugas marinas principalmente, y en ningin caso con DNA de hongos, bacterias

o humanos.

Para la amplificacion se probdé el DNA obtenido tanto de tejido sdlido
{musculo con piel y hueso) como de sangre con los dos métodos de extraccion
usados (solventes arganicos y High Pure™ PCR Template Preparation Kit de
Boehringer). Se emplearon los reactivos del PCR core Kit de Boehringer. Se

realizd la amplificacién con las concentraciones que se muestran en la Tabla 2.2

Con este protocolo se obtuvo un producto de amplificacion de
aproximadamente 550 pb. que se visualizd en geles de agarosa y su tamafio se
" determiné con base en el marcador de nimero de bases $X174 restringido con

Haelll

Tabla 2.2 Concentracion de los reactivos para PCR.

REACTIVO CONCENTRACION FINAL

Buffer 10 X 2.5 pl; MgCi 1.5 mM

dNTP’s. 200 uM ¢/u

Oligonucledtidos 1.5uMclu |
DNA muestra 30-3 ng DNA

7ag Polimerasa 1.5 unidades

Agua bi-destilada des-ionizada Hasta 25 ul de reaccidn

Las condiciones de las fluctuaciones de temperatura y la duracién en cada

parte del ciclo usadas en el termociclador se muestran en la Tabla 2.3.
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Tabla 2.3 Temperaturas empleadas en la PCR.

PROCESO ESPECIFICACIONES
Desnaturalizacion inicial 84°C 5 minutos
30 | Desnaturalizacion 94°C 1 minuto
ciclos Alineamiento }55°C 1 minuto
Extension 72°C 1 minuto
Extension Final 72°C 5 minutos

ELECTROFORESIS DE D'A TOTAL Y PRODUCTOS DE AMPLIFICACION

Procedimiento:

Se preparan mini-geles de 8x7x0.5 cm de agarosa TAE 1X (al 2% para
productos de PCR vy al 1.4% para DNA total) y Buffer de TAE 1X donde se corrié la
muestra a un voltaje de 5-10 V/em. En cada carril se pusieron 5-15 pl de muestra y
colorante (2.5 yi de colorante por cada 10 pi de muestra) usando A/Hind Il para alto
peso molecular y ¢X174/Hae 1ll para bajo peso molecular. Posteriormente se tifio el
DNA en una solucién con bromuro de etidio 5 ug/mi durante 30 minutos en agitacion

para posteriormente visualizar el DNA en un transiluminador luz U.V de onda corta.
PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE PCR

Los productos de PCR obtenidos fueron purificados empleando QlAguick
Gel Extraction Kit (QIAGENE). Este método requiere correr los productos de
amplificacion en un gel de agarosa y de ésta cortar la porcion del gel en el que se
encuentra el fragmento amplificado para proceder a la purificacién. Con esto se
eliminan artefactos de ampiificacion y los productos de amplificacion pueden

secuenciarse (QIAquick 2001)..
SECUENCIACION

Las secuencias se obtuvieron en el Laboratorio del Dr. Peter Dutton (NOAA-
NMFS Southwest Fisheries Science Center P.O. Box 271.La Jolla CA 92038}
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realizando las reacciones de secuenciacion empleando el ABI Prism™

dRhodamine Terminator Cycle Secuencing Ready Reaction Kit de Perkin-Elmer.
Este procedimiento emplea nucledtidos que detienen la reaccion de amplificacion
en puntos especificos con marcados fluorescentes. La reaccion se corrié y leyd en

un secuenciador automatico Applied Biosystems modelo 373.
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CAPITULO Il SIMULACION DE LA CAPACIDAD DE DGGE Y RFLP
PARA DETECTAR VARIABILIDAD GENETICA EN TORTUGAS
MARINAS

En la actualidad existen técnicas para evaluar los niveles de variabilidad
dentro de poblaciones que pueden ser clasificadas en dos grandes grupos de

acuerdo al nivel de cobertura del genoma:

* Las técnicas gue tienen una cobertura “amplia al azar’ de analisis sobre el

genoma completo del organismo (RAPD, AFLP)

« Técnicas que enfocan el andlisis a regiones particulares del genoma
(secuenciacion de DNA, PCR-RFLP, DGGE, SSCP, Isoenzimas, Micro vy

Minisatélites)

En el caso del presente trabajo, se eligid como marcador molecular ia
regibn control del DNAmt, debido a que sus niveles de variacion permiten
establecer las relaciones filogenéticas de las tortugas marinas (ver capitulo |).
Para decidir la técnica que permitiera detectar la variacion de fa regién control del
DNAmMt en las poblaciones del género Chelonia, se procedio a evaluar de manera
preliminar con simulaciones las herramientas moleculares que pueden aplicarse a

esta region del genoma: secuenciacién, PCR-RFLP y DGGE.

Mientras que la secuenciacion del DNA es la técnica que permite detectar fa
totalidad de la variabilidad entre los organismos (sustituciones, inserciones o
deleciones), tiene como desventaja su elevado costo en relacidon con otras

técnicas que podrian proporcionar niveles de deteccion aceptables.

Una manera de reducir el costo de los estudios seria la combinacion de
técnicas econdmicas con la secuenciacion. Bajo esta estrategia se realiza la
secuenciacidbn en una sub-muestra para clasificar e identificar los distintos

haplotipos, y posteriormente se aplica una tecnica mas econdmica que garantice
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diferenciar los haplotipos detectados con las secuencias, para aplicarse al resto de

la muestra. Esta metodologia se presenta en la Figura 3.1.

Para decidir que técnica econdomica tiene la capacidad de distinguir los
haplotipos conocidos del género Chelonia, se realizd una simulacidon con las
tecnicas de DGGE y RFLP. Las simulaciones se realizaron aprovechando la
disponibilidad de secuencias de la regién control delf DNA. Por la composicién
nucleotidica de una secuencia es posible predecir [a respuesta que tendra frente a
la condiciones enziméaticas y/o fisicoquimicas de fa DGGE y RFLP. A continuacion

se presenta una breve der~-ipcion de ambas técnicas.

(OBTENCION DEL DNA |

~ [PCR DE LA REGION
CONTROL DEL mtDNA

( ' Sub-muestra
TECNICA  |Ofgrminecitn. :
!\ ECONOMIC A}.—LL@ECUENCIACION]

|
l

 ANALISIS DE DATOS |

Figura 3.1. La linea punteada representa que este paso es posterior a la secuenciacion y
determinacién de los distintos haplotipos detectados con la secuenciacion.

DGGE

DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis o Electroforesis en Geles
con Gradiente Desnaturalizante) es un tipo de electroforesis para &cidos nucleicos
de doble cadena que permite detectar diferencias entre secuencias debido a las
variaciones que estas diferencias provocan en la 7m de la molécula. La Tm se
define como la temperatura a la que el 50 % de las moléculas de DNA se
encuentran en estructura de doble cadena unida por puentes de hidrogeno (Figura
3.2). Este valor depende de la proporciéon de bases puricas y pirimidicas de la

secuencia, debido a que la union entre A-T (dada por dos puentes de hidrégeno)
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es mas labil que la union G-C (con tres puentes de hidrogeno). Las secuencias
que tengan alto contenido de G y C son mas estables que secuencias ricasen Ay
T. Por esto el patrdn de desnaturalizacion de dos moléculas de DNA def mismo
tamario, puede variar dependiendo de su composicion. Como consecuencia de
este fendmeno es posible diferenciar entre moléculas por su comportamiento bajo
distintas temperaturas ¢ bajo distintas concentraciones de substancias
desnaturalizantes (acidos, bases, urea, SDS; Lerman ef a/. 1981 en Myers ef al.
1987). ’

50% de DNA desnaturdlizedo
¥s5. 50 % DNA de dobie cadena

-

DESNATURALIZACION

Tm (Temperatura media)

TEMPERATURA

Figura 3.2. Comportamiento sigmoideo del DNA en distintas temperaturas, con respecta
al porcentaje de desnaturalizacion, y el punto en el que se establece el valor de Tm.

Ya que la composicion del DNA afecta el nivel de desnaturalizacion
dependiendoc de la temperatura y/o de la concentracion del agente
desnaturalizante, es posible distinguir entre diferentes secuencias de DNA por su
movilidad diferencial en geles con un gradiente de concentracion de un compuesto
desnaturalizante {comunmente urea). El DNA desnaturalizado tiene una velocidad
de migracion menor que el DNA de doble cadena, diferenciando dos 0 mas
fragmentos del mismo tamafic en pares de bases pero con distinta composicion.
Empleando este metodo es posible identificar substituciones, inserciones y
deleciones en una o mas bases, en moléculas de 150 a 1000 p.b. (Myers et a/.

1987), lo gque permite diferenciar secuencias de DNA.
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Se ha observado que la desnaturalizacion del DNA se presenta con el
cambio de estado (doble cadena—cadena sencilla) de un nimero considerable de
pares de bases (50 a 300) de manera simultanea, a estos segmentos de la
secuencia se les ha denominado dominios. Los dominios responden a cambios de
una sola base generando efectos en las bases vecinas. Para tener una idea dei
efecto de la desnaturalizacién diferencial entre secuencias, basta mencionar que
la desnaturalizacion de 90 bases de un fragmento de 500 pb puede generar ia
reduccion de velocidad de migracion en un 20 % con respecto a una secuencia

con sus 500 bases en estructura de doble cadena (Myers ef af/. 1987).

Al describirse la técnica DGGE por primera vez (Fisher y Lerman, 1983) se
requeria el uso de sondas marcadas radiactivamente para detectar las cadenas de
DNA, pues aun no se describia ninglin método para la amplificacién dirigida i
vitro, pero después de la descripcion de la PCR (Saiki et a/. 1985) fue posible
generar diversos fragmentos para su analisis directamente sin la necesidad de

usar una sonda marcada.

l.a estrategia para distinguir los distintos alelos de una poblacién consiste
en realizar un corrimiente preliminar que se denomina “DGGE perpendicular”. Este
consiste en correr las muestras en un gel con un gradiente perpendicular del
agente desnaturalizante con respecto a la direccion de la electroforesis, para
evaluar el rango de concentracién del desnaturalizante (generalmente es de 25 a
30% del punto medio de desnaturalizacién) en el gue se puede resolver los

distintos alelos de una muestra (Figura 3.3).

Para obtener una simulacion de la respuesta bajo condiciones
desnaturalizantes de secuencias de la regién control delf mtDNA, se emplearon las
secuencias obtenidas por Encalada ef a/ (1996). Secuencias con 7m diferente
tendran distinta velocidad de migracion en el gel desnaturalizante y serian

diferenciables.

RFLP
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La técnica de RFLP (Restriction Fragments of Length Polymorphism o
Restriccion de Fragmentos de Longitud Polimaérfica) permite detectar diferencias
entre genomas de distintos organismos con base en la perdida o ganancia de
sitios de restriccidon (secuencias especificas que son reconocidas por
endonucleasas de restriccion). Existen varios protocolos (Hillis ef @/ 18986), todos
tienen como objetivo identificar la variacién en tamaio de los fragmentos que
permitan diferenciar a las entidades de estudio (individuos, poblaciones, especies,

y taxa supra-especificos).

DGGE PERFTNDICULAR DGEE PARALELO

— g [r—r—]._a
' g1 |eg
N I R I T B -

2 i, il i 2

M| e — =

g R 2

3 s iigi| B

% A— — z

: 2

4 ?,: 60% >

0% 56% B0%
CONCENTRACION UREA

Figura 3.3. En el gel perpendicular se sormiete a electroforesis una muestra y se observa
que en el lado izquierdo del gel con menor concentracién de urea no hay diferencia en la
migracién de los dos alelos, y en el extremo derecho, en el que las concentraciones de
urea son altas se observa el distinto patrén de migracién del alelo A mas lento, con
respecto al alelo B. En el DGGE paralelo se realiza con un gradiente del 40 al 60% que
cubre un rango de 20% con respecto al 50% de concentracion de urea que se observa en
el gel perpendicular es el punto en el que ambos alelos pueden distinguirse. En el gel
paralelo se muestra en tres carrites el comportamiento de los aielos de 3 individuos
diferentes, dos homocigotos AA y BB v un heterocigoto AB (Modificado de Lessa, 1992).

Posterior al desarrolio de la PCR (Saiki ef g/ 1985) es posible dirigir los
analisis de RFLP’s hacia regiones especificas del genoma de un organismo. Los
fragmentos amplificados con PCR son sometidos a restriccion (corte) con
endonucleasas, para posteriormente visualizar los fragmentos de restriccidon con
métodos sencillos de tincién (bromuro de etidio o tincién con plata) en geles de

agarosa o poliacrilamida.
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La combinacion de PCR con RFLP es Util, pues permite detectar diferencias
en secuencias de distintos individuos aprovechando la sensibilidad de PCR para
amplificar regiones especificas de un genoma y la resolucion de RFLP para
comparar secuencias. Este meétodo ha sido empleado previamente en tortugas

marinas con buenos resultados (Avise y Karl, 1993).

EVALUACION DE LAS TECNICAS DE DGGE Y RFLP PARA SECUENCIAS DE
TORTUGAS MARINAS USANDO SiMULACIONES

Para evaluar la capacidad de los DGGE y RFLP para diferenciar secuencias
de tortugas marinas se analizaron las caracteristicas de los 17 haplotipos de la
region contro! del DNAmt de tortuga verde (Chelonia mydas) reportadas por
Encalada &f a/. (1996).

Primerc se calculd ta 7m de las 17 secuencias empleando el programa
disefiado por Breslauer y colaboradores (1986). Presumiblemente, diferentes 7m

generan diferente velocidad de migracion en un sistema de DGGE.

Los mapas de restriccion (patrones de fragmentos que serian obtenidos con
las endonucleasas disponibles comercialmente) de las 17 secuencias fueron

determinados con el programa Webcutter 2.0 (Heiman, 1997).

Previo al analisis de las secuencias se realizd el alineamiento de las
mismas con ClustalV para PC version 1.7 (Thompson et a/. 1994) y revisado a ojo
empleando GeneDoc para PC version 2.2.0 (Nicholas ef a/ 1997) para verificar
qgue los 17 haplotipos fueran diferentes en al menos una posicién; de lo contrario

no seria posible encontrar diferencia entre estos (Figura 3.4).
RESULTADOS

Los resultados obtenidos son una prediccidn de lo que podria obtenerse
aplicando estas técnicas en el laboratorio. El objetivo de estas simulaciones fue
detectar cudl de las dos tecnicas; PCR-RFLP o DGGE, seria la mas sensible para

distinguir a fos 17 distintos haplotipos analizados.
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Con la técnica de RFLP se identificaron 42 enzimas que tienen sitios de
restriccion dentro de las secuencias. Sin embargo, solo 19 de estas podrian
generar cortes informativos (que permitan diferenciar a las secuencias), el resto
(23 enzimas) generarian el mismo patron de corte (enzimas sombreadas en la
Tabla 3.1).

A partir del analisis teodrico de restriccién, se agruparon las enzimas que
generaron un mismo patron. Por ejempio, ia enzima Alu-l, tiene la capacidad de
distinguir dos grupos en |0s haplotipos empleados; el primero constituido por las
secuencias 1, 2, 3, 4, 9, 13, 14, 17, 15, 16, 18 y el segundo por las secuencias 5,
6, 8, 10, 11, 12. La enzima Mwo-l agrupa a las mismas secuencias y por esta

razon se le agrupo con la enzima Alu | (ver tabla 3.2.).

De este andlisis se distinguen 11 enzimas de las 189 seleccionadas
previamente con las cuales es posible tedricamente distinguir 12 de las 17

secuencias sometidas al analisis (70 % de los haplotipos anaiizados).

Con respecto a las simulaciones del comportamiento de las mismas 17
secuencias en un DGGE, los valores de 7m obtenidos (Tabla 3.3) sugieren que
solo seria posible detectar Unicamente 8 secuencias diferentes (47% de las

secuencias).

Los valores de 7m se ven afectados por la concentracion de sales y de
DNA de una solucion determinada, por lo que se buscd aumentar la capacidad de
resolucion de la técnica empleando distintos valores de las concentracion de sales
y DNA para detectar diferencias entre dos secuencias que en un principio fueron
indistinguibles. Si bien el cambio de las variables afectd los valores de 7m este
cambio fue uniforme para todas las secuencias, lo que impidid aumentar la

resolucion (ver tabla 3.4).
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Tabla 3.2. Patrones de restriccidn esperados. Se presenta en columnas (verticales) de
distinto tono (gris o blanco) las enzimas que generan la misma asociacion de grupos de
las secuencias analizadas. 0 indica que la enzima no fiene sitios de restriccién, 1,2,3,4
indican el numero de cortes esperados. Las lineas (horizontales) en distintos tonos
agrupan las secuencias que no son distinguibles (3,4; 5,6; 10,11, 13,14 y 17).

Enzima de restriccion

~§ Zl»|o|Bloi=z|2|@ || mmwm‘?m
b - o | = A | = k= o
-~ | = D | < & 0 O —_
sle§lsiglel3 2|2|g|3|8|8|2|algi8|nl3le
'c‘ — :’—*;o_‘)_ —_2 g

Q —

emt f1]lO0f(1|1]|1j0oflo|ti1{1|1]|1lo|lo]lol1|o0o]joloO

Cm VIl

Cm iX

emxwl1 0|1 (1¢1|]o0jo} 11|11} 1|]06|1[1]|4]0]0]|0

{110 (1411|002 |0|1|1|1}{0jJ0]|0y3]0{0]0

grxe)l 1101 [t 100 (1Tt 1 |1 |2]130]0;110}0]0

Es posible que un analisis combinado con ambas fécnicas permita
diferenciar mas secuencias. Por ejemplo, 1as secuencias 3 y 4 son indistinguibles
empleando RFLP con las enzimas seleccionadas, pero estas mismas secuencias

presentan diferente valor de 7m, por lo que su comportamiento en un DGGE seria
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diferente. Sin embargo, las secuencias cm17 y 14 muestran un comportamiento

homogéneo frente a ambas simulaciones, per lo que son indistinguibles.

Tabla 3.3. En esta tabla se presentan los distintos valores obtenidos de Tmy entre lineas
gruesas se presentan los grupos de secuencias que se pueden distinguir

Secuencia | Tamaiio pb. Tm *
. esperada
CM4 486 90.4

CM13 . 486 90.8 -

CM15- |- 486 90.8
CM2 486 90.8

Con estas evaluaciones concluyo que no es posible distinguir con las dos
técnicas toda la variabilidad genética de los 17 haplotipos. Ambas técnicas son
mas econémicas que la secuenciacion, que ofrece la maxima resoluciéon para
detectar la variabilidad genética de la region control, pero desafortunadamente no
son eficientes para detectar toda la variabilidad genética. Esta conclusion motivo el

uso de secuencias de nucledtidos para el presente trabajo.
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El principal argumento para usar secuencias en lugar de RFLP, es gue con

esta técnica no siempre se pueden discernir entre todos los haplotipos presentes

en una poblacion. Esto se evidencié con la simulacién del analisis de enzimas de

restriccion para los cinco haplotipos encontrados en este trabajo; el alineamiento

de estos haplotipos (E, F, H, 1, M) se muestra en el capitulo V.

Tabla 3.4. Se observa como el comportamiento de 7m variando la concentracion de sal y

DNA tiene el mismo efecto para ias dos secuencias impidiendo diferenciarlas.

Concentracion de | Concentracién de | 7mobservada °C
DNA nM Sales en mM

' cm10 cmi12

50 1 63.0 63.0
50 200 101.2 101.2
50 500 16G7.8 107.8
50 1000 112.8 112.8

1 50 90.9 90.9

30 50 91.2 91.2

200 50 91.3 91.3

500 50 891.4 91.4

1000 50 891.5 91.5

1000 1 63.3 63.3
1 1000 112.5 112.5

El analisis se realizd con el programa Webcutter 2.0 (Heiman, 1997), que

busca los sitios de reconocimiento de mas de 400 enzimas de restriccion sobre los

distintos haplotipos. Evaiuando los resultados se comprueba que de los cinco

haplotipos encontrados en este trabajo, sdlo se pueden diferenciar tres (E, Fel)y

los dos restantes (H y M) son indistinguibles con los patrones de restriccidn

generados.
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En este analisis (ver tabla 3.5) es claro que de haber empleado una
estrategia como la muestreada en la Figura 3.1, los haplotipos E, H y M no se

habrian diferenciado,

A pesar de que en este caso no fueron eficientes las técnicas economicas
para diferenciar los haplotipos encontrados, este tipo de simulaciones son
recomendables como estudios preliminares gue pueden hacer potenciaimente
mas accesible el proyecto, lo que se traduce en un anaiisis de un mayor niumero

de muestras.

Tabla 3.5. Enzimas de restriccion que permiten diferenciar los haplotipos E, F e |. Los
haplotipos H y M (en contorno) no son distinguibles entre si. El signo + indica presencia de
sitio de corte en el haplotipo y el signo — ausencia de sitio de corte. El mapa de restriccion
se refiere a los distintos patrones de restriccidn obtenidos.

Hapletipos
Enzima(s) Posicion
Hindi 56- g/ante
| THil 56- glawtc

Dpili, | Ndell, SaudAl, | 56- fgatc
Bsp143l, Kzo3l, Mbol

BstY1, BstX2I, Mfll, Xholl 56- r/gatcy

BamHI, Bsti 56- g/gatce
NlalV, PspN4i 58- ggn/nce
Dpnl 58- galtc
Mnli 98- ccte
Ssedl, TspEl, Tsp509! 97- /aatt
BsoF1, Fsp4HI, ltal 184- gcinge
Mapa de restriccion
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CAPITULO IV VARIACION GENETICA DE LA TORTUGA NEGRA
EN MICHOACAN.

INTRODUCCION.

Con el desarrollo de la Biologia de la Conservacion se ha vuelto de gran
importancia conocer los niveles de variabilidad y diferenciacion genética;
particularmente, de las especies amenazadas o en peligro de extincion (Avise,
1994, Frankel y Soulé 1981). Desde ios afios 60 se han realizado analisis de
diferenciacién y variabilicad genética empleando técnicas moleculares; sin
embargo, en las dos décadas pasadas, con el desarrollo de nuevas herramientas

moleculares, se hizo posible su estudio mas detallado.

Existen distintas medidas de variabilidad genética, que dependen del tipo
de marcador molecular, asi como de la técnica de analisis empleada. En este
capitulo se presentan las medidas empleadas para secuencias de acidos

nucleicos aplicadas a la region control del miDNA.

La variabilidad genética, tiene un componente de particular interés para los
genetistas de poblaciones, el de la distribucién de la misma entre las unidades
demograficas; es decir, como se encuentran distribuidos en el espacio y en el
tiempo los alelos o haplotipos. Esta distribucion tiene implicaciones importantes
para la conservacion. Se dice que una poblacion tiene "estructura” genética
cuando las distintas subpoblaciones tienen diferentes frecuencias alelicas vy
genotipicas entre subpoblaciones mientras que en una poblacién "sin estructura"
no hay diferencia en las frecuencias alelicas y genotipicas entre subpoblaciones
(Hartl y Clark, 1989).

La estructura genética de las poblaciones se ve afectada por el flujo génico
entre subpoblaciones. El flujc génico se define como el nimero de migrantes
efectivos por generacion enire dos subpoblaciones (Hartl y Clark 1989). Se
consideran migrantes efectivos aquellos individuos que logran reproducirse dentro

de la poblacion a la que migran de manera que exista intercambio de genes entre
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las dos subpoblaciones. Si un individuo migra de una sobpoblacién a otra, pero no
logra reproducirse, sus genes no se intercambian y esta migracidén no constituye

flujo génico.

Si se conoce la distribucion actual de la variabilidad genética, se pueden
hacer inferencias acerca de las relaciones entre dos subpoblaciones, partiendo del
supuesto que poblaciones que experimentan un intercambio de genes serdn mas

parecidas genéticamente que aqueilas que no intercambian material genético.

Uno de los objetivos méas importantes de la genética de poblaciones cuando
se busca una aplicacion practica, es la definicion o identificacion de las unidades
de conservacion. La identificacién de estas unidades, es atil al jerarquizar las
poblaciones de una especie amenazada y dirigir de manera mas eficiente los
esfuerzos y recursos para la conservacion. A la fecha se han planteado dos
niveles diferentes de agrupacion de las poblaciones de acuerdo con marcadores

genéticos (Moriiz, 1994):

* Las poblaciones o grupos de poblaciones que estan aisladas y han
evolucionado de manera independiente por largos periodos de tiempo son
definidas como Unidades Evolutivas Significativas (ESU, siglas en inglés para

Evolutionary Significant Units).

» Poblaciones demograficamente independientes (con limitado flujo genético
entre ellas) dentro de tas ESU, definidas como Unidades de Manejo (MU, siglas

en inglés para Management Units).

Las ESU pueden distinguirse por diferencias entre poblaciones en
marcadores mitocondriales o nucleares y son monofiléticas, mientras que las
Unidades de Manejo (MU) muestran diferencias significativas (p. €j. en

frecuencias alélicas) en cualquier marcador, pero no son monofitéticas.

En tortugas marinas resulta relevante determinar las unidades de manejo
para dirigir las actividades de conservacion. En este contexto es importante definir

lo que se representa en una unidad de manejo: ;una playa?, ;varias playas de un
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mismo estado de la republica? o ;una regién costera que comprende varios

estados?

Para detectar MU es necesario determinar los niveles de aislamiento
reproductivo entre las colonias de anidacion lo cual es posible mediante el analisis

de marcadores moleculares.
OBJETIVOS

+ Estimar los niveles de variabilidad genética de 1a poblacion anidadora de la

tortuga negra, en el estado de Michoacan, México.

+ Determinar la distribucion de la variabilidad genética en el espacio y tiempo de

la poblacion anidadora de la tortuga negra en el estado de Michoacan, México.
MATERIALES Y METODOS
Alineamiento de la secuencias nucleotidicas

Cuando se tienen las secuencias de nucledtidos de todos los individuos es
necesario alinearlas para poder evaluar el nimero y posicion de sitios
polimorficos, que a su vez permiten identificar a los distintos haplotipos. Para el
presente trabajo se realizd el alineamiento con el programa ClustalV para PC
version 1.7 (Higgins, 1991), revisando el alineamic:ito a ojo, empleando el

programa GeneDoc para PC version 2.2.0 {Nicholas et a/. 1997).
Estimacion de variabilidad genética

Posterior al alineamiento de las secuencias se estimo: La diversidad
genetica, Diversidad nucleotidica (#7;) y Numero promedio de diferencias pareadas
con Arlequin para PC version 1.1. (Schneider ef &/ 2000). Para la estimacion de

Theta por sitio s& emplec DNAsp ver 3 (Rozas y Rozas 1999}
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Diversidad genetica (H)

Esta medida, también conocida como diversidad haplotipica cuando se usa
para analizar secuencias de DNA (Nei, 1987), es equivalente a la heterocigosis
esperada obtenida con marcadores de diploides, y se define como la probabilidad
de que dos haplotipos tomados al azar de una poblacién sean diferentes (Nei,
1987).

H _!‘—_11(1 :l-“ pi)

Su varianza es calculada por la siguiente formula:

. = . o U RN S N S PO N R
V(H)iﬁjﬁj(n:&)ib?z“E(E—Pz") ;eil;PfZ( oP) T

8 i
Donde: H es la diversidad genética, {H) es la varianza de ia diversidad
geneética, 77 es el numero de copias de genes en la muestra, & es el nimero de

haplotipos y P/ es ta frecuencia del i&ésimo haplotipo en la muestra
Numero promedio de diferencias pareadas (7}

Es el numero promedio de diferencias entre todos los pares de haplotipos
en la muestra y esta dado por:
p PPd,
a &
Donde: o, es el estimado del numero de diferencias entre los haplotipos /'y
/. k es el numero de haplotipos y 7 es la frecuencia del haplotipo 7 La varianza
total, asumiendo que no hay recombinacion entre los sitios y que los haplotipos

son selectivamente neutrales, se obtiene con la siguiente formula (Tajima, 1993).
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Diversidad nucleotidica (.z,)

Es la probabilidad de que dos nucledtidos con homologia de posicion
tomados al azar sean diferentes. Esta medida es equivalente a la diversidad

genética a nivel nucledtido (Tajima, 1983 y Nei 1987 pp. 257).

k

O PPd

P = -
m L

La varianza se obtiene de

moad (e’ elh)
Vip ) Sl omacny P

Donde: L es el nimero de loci (nucledtidos) en los haplotipos analizados
Theta (6)

Este es un parametro que se puede obtener si conocemos el tamafio

efectivo, Me, y la tasa de mutacion, «, con la siguiente formula ¢ ZUMN_« ( en €l
caso de genes haploides la formula es ¢ LR N « ). Dado que ambos parametros

son dificiles de conocer en las poblaciones naturales. Se han desarrollado
métodos indirectos para estimar el parametro 6. En este trabajo se estimd con &l
método propuesto por Watterson (1975) y la varianza empleando la formula

desarrollada por Tajima {1989), como sigue:

S
g =
a
. " _— —1]
Donde S es el nimero de sitios polimorficos y a, Bl -
A 7

La varianza de ¢ se obtiene con la formula
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— 257k, 5

Wi
@) 312(312 1)

Ntui —

Donde: a, =

b
Frecuencia haplotipica

Si un haplotipo es observado x; veces en una muestra que contiene n
secuencias, entonces la frecuencia del haplotipo i (#) se abtiene con la siguiente
formula (Schneider ef a/. 2000)

_PJ- = X
n
Y la varianza esta dada por:
vipyaf )
il

Analisis de estructura genética

Para estimar la estructura genética de la poblacién se realizé un analisis de
varianza molecular (AMOVA), empleando el algoriimo correspondiente en el
programa Arlequin para PC version 2.0 (Schneider ef a/. 2000). Este analisis es
similar a otros que emplean la varianza de las frecuencias génicas, pero considera
tambien el nimero de mutaciones que ocurren entre haplotipos empleando un
analisis jerarquico para evaluar las diferencias dentro y entre individuos de una
subpoblacion y entre subpoblaciones, para definir los indices de fijacion definidos
por Wright (1965) en funcién de coeficientes de endogamia, y posteriormente en

cuanto a tiempos de coalescencia por Slatkin (1991).

R Aa) e
Sf'_l - — —
187 t
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Donde #; es la probabilidad de que dos genes tomados de la misma
poblacién sean identicos por descendencia; f; es la probabilidad de que dos

genes tomados de diferentes poblaciones sean idénticos por descendencia; E es

el tiempo promedic a la coalescencia de dos genes tomados de diferentes

poblaciones y ¢, es el tiempo promedio a la coalescencia de dos genes tomados

al azar de una misma poblacidn.

Para el analisis de estructura genética se obtuvieron los valores de fg a
partir de distintas agrupaciones de los datos poblacionales, para evaluar si hay
diferencia significativa entre la distribucidén de alelos (estructura genética) de las

playas en el espacio y el tiempo:

A. Para evaluar la presencia de estructura genética espacial y temporal entre
todas las playas se utilizaron las secuencias de dos temporadas de anidacion
(temporada 96-97 designadas; Colola 1, Maruata 1, Paso de Noria 1 y Arenas
Blancas 1; para la temporada 97-98; Colola 2, Maruata 2 y asi respectivamente

para el resto de las localidades de Michoacan).

B. Para evaluar si hay estructura genética temporal se considerd a todas las

playas de cada temporada como una sobpoblacién.

C. Para evaiuar la presencia de estructura genética solo en el espacio, entre las
playas de anidacion sin considerar el tiempo, se realizé un analisis uniendo las

secuencias de las dos temporadas de muestreo para cada playa.

Para cada valor de F; se estimo el valor de p para la siguiente hipotesis
nula. Ho: Valor de Fs observado es {gual a un valor de Fy generado al azar en

1000 permutaciones.
Estimacion del Flujo Génico

Es posible estimar el flujo génico (AMm) entre las subpoblaciones de manera

indirecta {(a partir de Fs;) si {(a) se considera que la tasa de mutacién ¢ es muy baja
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tal y como ha sido reportado para tortugas marinas {(Avise ef g/ 1992) y (b) existe

una relacion de equilibrio entre la migracion y la deriva génica. Entonces,

= 1
F 37.:’
T2MER
donde M es el nimero absoluto de migrantes intercambiados (M) entre las dos

poblaciones. Despejando M se obtiene:

En general, se acepta que valores de flujo génico mayor que uno son
suficientes para mantener a las poblaciones unidas de manera que no se
produzca diferenciacion genética entre las mismas (Lewontin, 1974). Sin embargo
algunos autores como Mills y Allendorf {1996) demuestran que AMm igual a uno es
suficiente en un escenario tedrico, pero en poblaciones naturales Nm =10 es
requerido para garantizar la conectividad genética inciusc entre poblaciones con

diferencias significativas en su tamano efectivo.
RESULTADOS
Variabilidad genética

Se obtuvieron 123 secuencias de cuatro playas del estado de Michoacan de
dos temporadas de anidacion (tabla 4.1). En estas secuencias se identificaron
cinco haplotipos diferentes con ocho posiciones polimorficas, seis transiciones,
dos transversiones y ninguna insercion delecion (indel) en ios 400 pares de bases
analizados. A cada haplotipo se le asignd una letra de manera arbitraria para
identificarlos (E, F, H, I, M).

En la figura 4.1 se muestra el alineamiento de los cinco haplotipos. El
numero de individuos para cada haplotipo y la frecuencia relativa de los mismos

para todo Michoacén se muestra en fa tabla 4.2. El tipo de substituciones
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(transiciones y transversiones) y posicion en la que se presentan en los cinco

haplotipos se muestra en la tabla 4.3.

Tabla 4.1. Se muestran los sitios de colecta, el nimero de muestras, secuencias y
frecuencia de los haplotipos por playa

Temporada |Playa Secuencias | E | F | H I | M
96-97 Colola 33 21110 2
Maruata 11 6 14| 1
Paso de Noria 2 1 1
Arenas Blancas 8 4 11 3
97-98 Colola 37 27 110
Maruata 8 4 | 4
Paso de Noria 13 121 1
Arenas Blancas 11 714
Agrupando |{Colola 70 48 | 20 2
ambas
temporadas {Maruata 19 1018 |1
Paso de Noria 15 131 2
Arenas blancas 19 1M1 5 3
Totales 123 82 I 35 11213

En la tabla 4.4 se muestran los resultados de los distintos indicadores de
variabilidad genética. L.a primera fila tiene los valores de las 123 secuencias de
Michoacén consideradas como una poblacion. En las siguientes ocho filas se
encuentran los valores de cada playa muestreada por temporada. En las
siguientes cuatro filas se encuentran los valores obtenidos para las playas de
anidacion considerando a las muestras de las dos temporadas juntas y en la
Ultima fila se encuentra el promedic de todos los datos. Todas las muestras
obtenidas entre septiembre de 1996 y enero de 1897 se les asigna 1, vy las
muestras obtenidas entre septiembre de 1997 y enero de 1998 se les asigna el

nuamero 2.
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Tabla 4.2. Haplotipos encentrados, nimero de individuos por haplotipo vy frecuencia
relativa de los mismos en las playas de anidacion.

Tabla 4.3. Posiciones polimorficas y tipos de substitucion en

Haplotipo | Numero de | Frecuencia
individuos relativa
E 82 0.667
F 35 0.285
H 1 0.008
I 2 0.018
M 3 0.024
Total 123 1.000

encontrados. En gris oscuro se muestran las transversiones.

los cinco haplotipos

Haplotipo

E F H | M

57 A A A G A
98 A G A A A
183 G G A G G

;§ 184 T c T T T
E 257 T T T T c
317 C T c T c
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Tabla 4.4. Playa de anidacién, namero de secuencias y niveles de variabilidad genética
con distintos estimadores para 400 pb regién control DNAmMt de la tortuga negra. Para
diversidad haplotipica, promedio de diferencias pareadas y diversidad nucleotidica (entre
paréntesis se muestran las varianzas). Para Theta (¢ ) {entre paréntesis se muestran las
desviaciones estandar). Los numeros de las playas se refieren a la temporada en gue
fueron obtenidas las muestras y playas sin numero tienen los valores por playa de las dos
temporadas. La primera fila tiene los valores de las 123 secuencias de Michoacan
consideradas como una poblacién. En las siguientes 8 filas se encuentran los valares de
cada playa muestreada por temporada. En las pendltimas cuatro filas se encuentran las
valores obtenidos para las playas de anidacién considerando a las muestras de las dos
temporadas juntas y en la Gltima fila se encuentra el promedio de todos los datos.

o | N | avitiia, | aroroncias | 2T Tt e
Michoacan 123 0.48 (004} | 1.45{0.89) |0.0036 (0.0024) 0.00361
Colola 1 33 0.51(0.07) | 1.48(0.92) | 0.0037 (0.0025) 0.00361
Colola 2 37 0.40 (0.07) | 1.22 {0 80) | 0.0031 (0 0022) 0.00305
Maruata 1 11 (.62 (0.10) 1.72{1.08) | 0.0043 (0.0031} 0.00430
Maruata 2 8 0.57(009) | 1.73(1.12) [ 0.0043 (0 0032} 0.00431
Paso de Noria 1 2 1,00 (0.50) | 3.02 (2.46) |0.0076 (0.0087) 0.00758
Paso de Noria 2 13 0.15(0 13) | 0.46(0.43) | 0.0012 (0.0012) 0.00118
Arenas Blancas 1 6 0.60 (0.21) | 2.01 (1.31) | 0.0050 (0.0030) 0.00594
Arenas Blancas 2 13 0.64 (0.10) . 2.25(1.32) | 0.0056 (0.0037) 0.00384
Colola 70 0.45 (0.05) | 1.32 (0.83) | 0.0033 (0.0023) 0.00332
Maruata 19 | 0.57(0.08) | 1865 (1.01) | 0.0041 {(0.0028) 0.00415
Paso de Noria 15 0.25(0.13) | 074 {0.58) | 0.0018 {(0.0018) 0.00186
Arenas Blancas 19 0.60 (0.08) | 2.09(1.23} {0.0052 (0.0034) 0.00521
Promedios 20.5 053 2.25 D.0056 0.00399
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* 20 * 40 " 60 * &0
TAGCATATGACCAGTAATGTTAACARGTTGATTTGGCCCTARACATGALRATTATTCHATCCACATARATATTTTGATALC
TAGCATATGACCAGTAATGTTAACAGTTGATTTGGCCCTAHACATGAAA&TTATTE%&TCCACATARATATTTTGATALC
TAGCATATGACCAGTAATGTTAACAGTTGATTTGGCCCTAAACATGARAATTATTGEATCCACATARATATTTTGATAAC
TAGCATATGACCAGTAATGTTAACAGT TGATTTGGCCCTAAACATGAARATTATIGGATCCACATARATATTTIGATALD
TAGCATATGACCAGTAATGTTLACAGTTGATTTGGCCCT&A&CATGAAAATTATTGﬁATGCACATAA&TATTTTGATAAC

* 100 ® 1z0 * 140 * 180
RTGAATRTTAAGCAGAGEATTALAAGTGAAATGATATRGGRCATAA&ATTLAACCATTRTLCTClﬂCCATGLkTLTCGTC
ATGRATATTRAGCAGAGGATTAAARGS TGAAATGATATAGGACATAALATTARACCATTATACTCAACCATGARTATCGTC
ATGAATATTARGCAGAGRATTALARGTGRAATGA T ATAGGACATAAALTTARACCATTATACTCAACCATGAATATCGTC
ATGAATATTAAGCAGAGHAT TALA ARG TGARATGATATAGGACATAAAATTAALACCATTATACTCAACCATGAATATCGTC
ATGRATATTARGCAGAGHATTEAALGTGARATGATATAGGACATAARATTARACCATTATACTCALCCATGAATATCGTE

L is0 * zgo x 220 * 240
ACAGTAATTGGTTATITCTTA GCTATTCACGAGAAATAAGCRACCCTTOTTAGTAAGATACALCATTACCAGTTITC
ACAGTRATTGGTTATTTC TTAMGCAGC TATTCACGAGAAATARGCAACCCTTGTTAGTAAGATACRACATT ACCAGTTTC
ACAGTAATTGGTTAT T TCTTARA AGC TATTCACGAGAAATARGC AACCC TTGTTAGTAAGATACAACATTACCAGTTTC
ACAGTAATTGGTTATTTCTTALS GCTATTCACGAGARATAAGC AACCCTTGTTAGTAAGATACAACATTACCAGTTIC
ACRGTAATTGGTTATTTIC T TARGREAGCTATTCACCAGARATARGC RACCC TTGTTAGTAAGATACRACATTACCAGTTTC

* 260 ® 280 * 300 * 320
AGGCCCLTTTLGTTTA@AGCGTACATAACCTGATCTLTTCTGGCCTCTGGTIGTCTTTTCRGGCACATACRAATAA@ARC
AGGCCCATTTAGT T TATAGCGTACATAACCTGATC TATTCTGGCCTCTGGTTGTCTTTICAGGCACATACAARTAATAAG
AGGCCCATTTAGTTT AGCGTACATAACCTGATCTATTCTGGCCTCTGGTTGTCTTTTCAGGCACATACAAATAAgAAC
AGGCCCATTTAGT T TABAGCGTACATAACCTGATCTATTCTIGGCCTCTGGTIGTCTTTTCAGGCACRTACAARTAATLRAC
AGGCCCATTTAGTTTACAGCGTACATAACCTGATCTATTCTGGCCTCTGGTTGTCTTTTCAGGCACATACAARTAAQAAC

* 340 * 360 * 380 * 400
GTTCATTCGTTCCTC T TTAAAAGGCCTTTGGT TGAATGAGTTCTATACAT TALATTTATAACCTGGCATACGGTAGT
GTTCATTCGTTCCTCTTTAAAAGGCCTTTGGTTGAATGAGTTCTATACATTALATTTATARCCTGGCATACGGTAGT
GTTCATTCGTTCCTCTTTRAAAAGGCCTTTGGT TGAATGAGTTCTATACATTRAATTTATAACCTGGCATACGGTAGTTRE
GTTCATTCGTTCCTC TTTAAAAGGCCTT IGGTIGAATGAGTTCTATACATTAAATITATARCCTGGCATACGGTAGTTEH

GTTCATTCGTTCCTCTTTAAAAGGCCTTTGGTTGAATGAGTTCTATACATTARATTTATALACCTGGCATACGGTAGTTLG
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Figura 4.1 Alineamiento de los cinco haplotipos encontracdos en la poblacion de tortuga
negra Chelonia agassizii del estado de Michoacan. Los siti.:s variables son resaltados con
fondo gris.

Estructura genética

De las distintas agrupaciones empleadas para analizar la estructura genética

se obtuvieron los resultados que se muestran en la tabla correspondiente. Para

cada una de ellas. Se obtienen dos tipos de valores de Fg

» Valores pareados de Fy debajo de |la diagonal entre las poblaciones. Arriba

de la diagonal su significancia obtenida a partir de 1023 permutaciones de

los datos (Ho= no hay diferenciacion entre poblaciones). Se presenta con
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un signo (+) los valores significativamente diferentes de 0 y con {-) valores

no significativamente diferentes de 0.

Valores de F; de todas las poblaciones, con su p que representa la

probabilidad de que un valor obtenido al azar sea igual al observado Los

valores negativos de £, representan la ausencia de estructura genética.

En A no se observa estructura genética entre las playas de anidacién, de

manera que la variacion genética esta distribuida homogéneamente el valor de Fg

calculado para todas las poblaciones es de 0.00171 con una p <0.01. Tabla 4.5.

Tabla 4.5. Arriba de la diagonal valores de p inferiores a 0.5 muestran que £, es
significativamente diferentes de 0, debajo de la diagonal se muestran los vatores de £,
pareados. Los valores de £, negativos representan ausencia de estructura genética.

Colola 1 Colola 2 Maruata 1 Maruata 2 P. Noria 1 P. Noria 2 A. Blancas 1 | A. Blancas 2

Colola 1 0803 4: 0762- 0 396- 099- 09059 0.455 0.2387-
Colola 2 -0.0181 ; 0.406 0.188 0.990 0.346 0.317 0.348
Maruata 1 -0.0504 -0 0342 0.604 0990 0.051 0.297 0.544
Maruata 2 -00116 00440 -0 0758 0.990 0029 0.108 €455
P. Noria 1 -0 2495 -0 1608 -0 3519 -0 4545 0.247 0.218 0.990
P. Noiia 2 00943 00541 0 1405 0.3247 0 3460 0.188 0.095
A. Blancas 1 00079 -0 008s -0 0134 ¢ 0760 -0 1632 -0.0049 0812
A. Blancas 2 -0 0072 -0 0011 -0 0410 -0 0116 -02638 G 0855 +0.1037

En B se observa que no existe estructura temporal enire las tortugas

anidadoras de dos temporadas de Michoacan. El valor de F calculado para todas

las poblaciones es de -0.0106 . Tabla 4.6.

Tabla 4.6. F; de las playas entre dos afios bajo de la diagonal y arriba la diagonal esta p
superior a 0.05, esto representa que no hay diferencia significativa de F;; con 0

Temporada 1996-1997

Temporada 1997-1998

Temporada 19961997

0.637

Temporada 1997-1998

-0.0106

En C se observa que no hay estructura entre las distintas playas de

anidacion. El valor de F calculado para todas las poblaciones es de -0.0106 con
una p <0.01. Tabla 4.6.
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Tabla 4.7. Debajo de la diagonal, se presentan los valores de F asumiendo que la
composicion genetica de 1as playas de anidacion no cambia en el tiempo, la p de cada F,;
se muestra arriba de la diagonal.

| Colola Maruata P. Noria A. Blancas
Colola 0289 0.288 0223
Maruata 4.0036 0128 0196
P. Notia 00242 | 01233 0263
A. Blancas 00198 00287 0.0233

Flujo génico

Al no presentarse diferenciacidon genética ni espacial ni temporal, no se

realizaron estimaciones de flujo génico.
DISCUSION
Variabilidad genética

En las 123 secuencias obtenidas se observa que dos haplotipos (E y F)
representan el 95.2 % de la poblacion v los tres restantes (H, |, M) representan el
4.8 %. La baja frecuencia de estos haplotipos podria explicarse por tener un origen
reciente, de manera que no se han dispersado en la poblacidn, 0 que son antiguos
pero han sido eliminados parcialmente por procesos azarosos (deriva génica)

como consecuencia de la reduccidn del tamafio poblacional.

La diversidad haplotipica (H) es igual que la heterocigosis esperada,
medida empleada frecuentemente en estudios de electroforesis de isoenzimas.
Esta medida de variabilidad tiene poco valor en el analisis de secuencias debido a
que dos secuencias que difieren en un nucledtido o mas son consideradas como
haplotipos (alelos) diferentes, por lo que generalmente los valores de H obtenidos

de secuencias son altos (Li, 1997).

Cuando se trabaja con secuencias de DNA, la H se interpreta como la
probabilidad de que dos haplotipos tomados al azar de una poblacion sean

diferentes. Es importante observar que la varianza de H se ve afectada por el
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tamafic de muestra de individuos y nuclettidos analizados de cada subpoblacién
(Li 1997).

E!l valor méas alto de diversidad haplotipica (H) es para la playa de Paso de
Noria 1 (temporada 96-97). Sin embargo, este resultado es consecuencia del
tamarfio de muestra; solo se tienen dos secuencias de esa playa y son haplotipos
diferentes. El valor mas pequefio de H es también para la playa de Paso de Noria,
para las muestras obtenidas en la temporada 97-98. Cuando se observan valores
altos de H es por dos razones: o hay un tamafo de muestra pequefio o los
haplotipos de esa muestra tienen frecuencias similares. Valores bajos de H no
estdn asociados a famarios de muestra grandes, pero si a una distribucion

sesgada d= [a frecuencia de un haplotipo con respecto al resto.

El promedio de diferencias pareadas mas alto se presenta en la playa de
Paso de Noria 1 y el valor mas bajo es para Paso de Noria 2. Esta medida es mas
interesante que la H, porque es mas informativo saber el numero de nucledtidos
diferentes entre dos secuencias que sélo saber que son diferentes (Li, 1997). Es
claro que el valor de Paso de Noria 1 tiene es alto por el escaso tamafio de
muestra, El promedio de diferencias pareadas depende del nimero, frecuencia y
tipo de haplotipos en la poblacién. Este valor es alto cuando hay mas de un
haplotipo y la frecuencia de estos es homogénea y es cero cuando sélo hay un
haplotipo en la poblacion.

La diversidad nucleotidica (:z,) es la medida més cominmente empleada
para medir diversidad genetica con secuencias nucleotidicas. Esta medida es
equivalente a la diversidad genética a nivel nucleotido. El valor teérico mas alto de
diversidad nucleotidica es de 0.25 y ef menor es de 0.0. El valor méas alto de 7, en
las poblaciones analizadas es para Paso de Noria 1 (nuevamente este valor es
alto por la escasa representatividad de esta muestra poblacional) y el mas bajo es

de Paso de Noria 2.

Una manera de saber si los niveles de variabilidad genética son altos o

bajos es por medio de comparaciones con estos parametros en otras poblaciones
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de la misma especie, o especies cercanas. Existe un trabajo realizado por
Encalada {(1996) en el que se describen los niveles de variabilidad de poblaciones
anidadoras de tortugas verdes, Chefonia mydas, en el Atlantico. Las muestras
analizadas por Encalada (1996) pertenecen a poblaciones de distinto tamafio y
son empleadas para comparar los valores de variabilidad reportados considerando

a la poblacidn de Michoacan como una poblacién panmitica (ver tabla 4.11.).

El valor mas alto para ambas medidas de variabilidad es de Quintana Roo,
a pesar de que la poblacidon anidadora de esta playa es inferior a unas 500
hembras por afio. La poblacidn de Florida tiene un valor de diversidad haplotipica
superior a los de Michoacan y Costa Rica. El valor de |a diversidad nucleotidica en
la poblacién de Michoacan tiene un valor mas alto que el d=2 Florida y Costa Rica.
Contrariamente a lo esperado, la poblacién de Costa Rica, en la que esté incluida
la playa Tortuguero, que es la mas grande del Atlantico en por lo menos un orden
de magnitud con respecto a Michoacan (Bjorndal ef a/. 1999), tiene los valores de

variabilidad mas bajos.

Tabla 4.11. Valores de variahilidad genética de poblaciones de tortugas verdes Chelonia
mydas del océano Pacifico (Michoacan} vy el Atlantico {Costa Rica, Quintana Roo y
Florida), Los datos de Michoacan son del presente trabajo vy las tres poblaciones restantes
son de Encalada {1996).

Nombre Poblacion Tamaro de | Diversidad Diversidad No.
comuan muestra (n) | Haplotipica | Nucleotidica | Haplotipos
{H) (=)
Tortuga Michoacan* 123 0.48 (0.040} 0.00361 5
negra
Costa Rica * 15 0.13 (0.110} 0.00028 2
Tortuga .
verde Quintana Roo 21 0.82 (0.058) 0.00570 7
Florida 24 0.56 (0.047) 0.00130 3

* Mas de 500 nidos anuales, sin asterisco playa con menos de 500 nidos anuales.

La reduccién en la variabilidad genética de una poblacién que ha sufrido un
cuello de botella, es provocada por endogamia y deriva génica. Para que estos

procesos se manifiesten es necesario que transcurran varias generaciones. El
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tiempo generacional para una tortuga es largo, se estima que las tortugas del
género Chelonia adquieren su madurez sexual a los 35 afios (Hirt, 1997); si
consideramos que la explotacion que generd el cuello de botella en las tortugas
marinas, fue hace un par de décadas, esto implica que no ha transcurrido el
tiempo suficiente para que se observe una reduccién de la variabilidad genética en
las colonias anidadoras de Michoacan. Es cierto que la reduccion de la variabilidad
genética ocurre también en el momento mismo del cuello de botella, pero para que

este proceso sea mas evidente se requiere que transcurran varias generaciones.

Es importante que se acumulen mas datos de variabilidad genetica de
tortugas marinas para hacer comparaciones objetivas. Seria ideal tener los valores
de diversidad genética para especies con tamafios poblacionales grandes (p. gj.
tortuga golfina, Lepidochelys ofivacea) y muy pequefios (p. €. tortuga lora,

Lepidochelys kempiiy para hacer una mejor comparacion.

La disminucion de ia variabilidad genética puede tener un efecto negativo
sobre la adecuacion de los organismos. Este proceso es mas frecuente en
poblaciones pequefias y puede desencadenar una serie de eventos que se retro-

alimentan positivamente cuando la poblacién es pequena (Caughley 1994).
» la frecuencia de apareamientos entre individuos emparentados se incrementa.

* Los apareamientos entre individuos emparentados generan una disminucién de

la heterocigdsis de la progenie.
+ Se expresan los alelos recesivos semiletales y letales.
* Se reduce la fecundidad e incrementa la mortalidad.

* La poblacién se reduce en tamafio y si persiste esta tendencia se puede
extinguir por diferentes razones, la mas importante la estocasticidad

demografica.

Para que estos procesos se presenten se requiere que [a poblacion

mantenga tamafos poblacionales pequenos por periodos largos.
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El parametro 4 (Watterson, 1975) no es una medida directa de variabilidad
genética. Sin embargo, este valor se ve afectado por parametros que estan
directamente relacionados con los niveles de variabilidad genetica: el tamafio

efectivo de poblacién Ne y la tasa de mutacién, «, siguiendo la siguiente relacion:
g =R Nen

De manera que si se obfiene ¢ vy se conoce la tasa de mutacién puede

obtenerse Ne con la siguiente ecuacion

Ne?z—lq—

2m
Para la poblaciéon anidadora del estade de Michoacan el parametro ¢ por
sitio es de 0.00361 y para tortugas se estima que el porcentaje de divergencia de
secuencias de la regidon control por cada milién de afios es de 0.6 % (Avise ef a.
1992). Con esta informacion, se puede obtener ia tasa de mutacion por
generacién, si consideramos un tiempo generacional para las tortugas del género
Chelonia de 35 afios (Hirt, 1997). Entonces para los 400 pb analizados se espera
que exista un 2.4 bases diferentes en un millén de afos (0.6 % de 400 pb). En un
milldn de afios hay 28,571.42 generaciones de tortuga marina ( 1,000,000/35 =
28,571.42 ), finalmente si dividimos el numero de base~ diferentes entre el numero
de generacicnes que hay en un millén de afios obtenemos la tasa de mutacion del
gene por generacion (2.4/28,571.42 = 8.4 x 107°) y dividiendo este valor entre los
400 pb obtenemos la taza de mutacién por sitic por generacién de 2.1 x 107

substituyendo obtenemos.

ﬂ?JS,S%.Z

Este tamafio efectivo de poblacidn es un tamafio efectivo histdrico y no es
comparable con el calculado a partir de datos demograficos. Este valor se

encuenira dentro del rango reportado para otros autores en animales (Kaessmann
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ef al. 1999) pero de tres ordenes de magnitud inferior al reportado para
angiospermas (Cummings y Clegg, 1998).

Estructura genética y flujo génico

La medida de estructura genética empleada en este trabajo es la Fg
derivada del anélisis molecular de varianza de las secuencias de DNA (en sentido
estricto de un AMOVA se obtiene &, que es analogo a Fg). Los valores de Fy
reflejan fa manera en que se encuentra distribuida la variacion genetica entre
poblaciones y adquiere valores de entre 0 y 1. Si £ tiene valores cercanos a 0,
implica que la variacion genética se encuentra distribuida homogéneamente, de
manera que si conservamos cuaiquier subpoblacién, estamos conservando la
mayor parte de la variacion genética de la especie. Si se obtiene un valor para Fy

“de 1, implica que la variacion genetica esta distribuida heterogéneamente entre las

subpoblaciones.

Con fines de conservacion, si existen valores bajos de £, esto indica que al
menos desde el punto de vista genético no es necesario conservar todas las
subpoblaciones. Este no es un criterio que se deba usar indiscriminadamente,
pero puede ser util cuando existen recursos limitados y es necesario jerarquizar a
las distintas subpoblaciones de una especie para optimizar los recursos
destinados a conservacion. Sin embargo, es importante considerar los elementos
demograficos de la especie, de manera que sea posible hacer una propuesta
integral. Se ha propuesto también que subpoblaciones aisladas conservan la
variabilidad genética de manera mas eficiente que una sola poblacion panmitica

de tamafio similar (Pope, 1996).

A pesar de que [os indicadores de estructura genética muestran que la
variabilidad genética de las poblaciones anidadoras del estado de Michoacan esta
distribuida de manera homogénea, es evidente que existen algunas playas que
tienen caracteristicas genéticas peculiares, en las gue es importante se
desarrollen actividades de conservacidon para salvaguardar estos haplotipos

"privados” (sensu Slatkin, 1985):
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» En la colonia que anida en Colola, en donde se encontraron 2 tortugas

con haplotipo I.
» Maruata, en donde se encontré una tortuga con Haplotipo H.

* Arenas Blancas, en la que se encontraron 3 tortugas respectivamente

que tenian el haplotipo M.

La estimacion indirecta del flujo génico contiene informacion relevante
desde el punto de vista histérico y no de la dinamica actual de la poblacién. Las
estimaciones de flujo génico obtenidas a partir de F;; no deben considerarse como
precisas (Withlock y Mccauley 1999). Sin embargo, obtener estimaciones directas
del flujo génico de tortugas marinas es logisticamente muy complicado por lo que

recurrimos en este trabajo al calculo del flujo génico de manera indirecta.

Para determinar el grado del aislfamiento reproductivo de las playas
empleamos las frecuencias haplotipicas partiendc del siguiente hecho: Si dos
poblaciones se encuentran aisladas por periodos de tiempo significativos en
marcadores neufrales se puede dar un cambic cualitativo y cuantitative de las
frecuencias alélicas por mutacion, deriva génica y/o endogamia (la regién control
del DNAmMt no esta sujeta a seleccion ni sufre recombinacién (Anderson et al.
1981; Giles et al. 1980; Cann ef a/. 1987). Se ha determinado que si un par de
poblaciones no se encuentran aisladas reproductivamente, intercambiando al
menos un organismo migrante que se reproduzca por generacion, no es posible
que ocurran procesos de diferenciacion genética (Scott y Allendorf, 1995). Es
posible, por tanto, estimar la cantidad flujo génico (Mm) a partir de la diferenciacion

genética entre dos poblaciones.

Con respecto a los valores de flujo génico obtenidos, se observa que en
todos los casos el valor obtenido es mayor a 1, por lo que suponemos que no
existe diferenciacion genética entre las subpoblaciones. La Gnica excepcidn es la
colonia que anida en Paso de Noria (tabla 4.6a); esto refleja una conectividad

histérica cercana entre las distintas colonias. Las comparaciones en las que se

58



Chassin N. O. CAPITULO IV

obtiene un valor infinito indica que el valor de flujo génico es muy grande y rebasa

los limites de estimacion del algoritmo, pero no es infinito en sentido estricto.

De lo anterior se puede concluir que no es posible diferenciar a cada una de

las playas de anidacion analizadas como unidades de manejo independientes.
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CAPITULO V RELACIONES FILOGENETICAS DEL GENERO

Chelonia
INTRODUCCION

Es deseable que la clasificacidn taxondmica refleje las relaciones
filogenéticas de los organismos vivos, con Ia finalidad de comprender el proceso vy
las rutas evolutivas de los eventos de especiacién. Sin embargo, existen diversas
complicaciones que afectan la identificacion del inicio y terminacion de estos
eventos; es decir, como se puede definir objetivamente el limite entre una especie
y otra. Existen multiples conceptos de especie que hacen énfasis en diversos
atributos de los organismos. Futuyma (1998) plantea que al menos existen siete
definiciones de especie, de manera que no siempre es posible que una especie

sea considerada como tal bajo todas las definiciones.

Mientras que no es un objetivo de esta tesis hacer una revision sobre los
diversos conceptos de especie, es indispensable mencionar que el Conceplo
Bioldgico de Especie propuesto por Mayr (1942) es el que se emplea cominmente
{aunque no es aplicable a todas las formas vivas p. €. en organismos con
reproduccién asexual) y hay otros conceptos como el Evofutivo propuesta por
Simpson (1951) y Wiley (1978), o el Filogenético propuesto por Cracraft (1989} y
de Queiroz y Donaghue (1990} que presumiblemente tienen una aplicacién mas

universal y objetiva.

Actualmente, la situacion taxondmica de la tortuga negra es motivo de
controversia. Algunos autores sugieren que la torfuga negra, es una especie
independiente (Chelonia agassizii), mientras que otros autores sugieren que es
una poblacion regional o una subespecie (Chelonia mydas o Chelonia mydas
agassizii respectivamente). La controversia se debe a que existen evidencias a

favor y en contra de la asignacion de especie para la tortuga negra:

» Se ha enconfrado que la C. agassiziiy C. mydas son especies que ocurren de

manera simpatrica en algunas localidades (Islas Galapagos y Nueva Guinea)
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sin gue a la fecha se tenga evidencia de eventos reproductivos entre estas, por
lo que Pritchard (1997) considera que existe aislamiento reproductivo y por

consiguiente es valida la existencia Ch. agassiziicomo especie.

» La toriuga negra es diferente en cuanto a forma, tamafio y coloracion del
caparazon, de acuerdo a un trabajo en el que se comparan tortugas del estado
de Michoacan (México, océano Pacifico} y de |la playa Tortuguero, (Costa Rica,

océano Atlantico) (Figueroa y Alvarado 1990).

* Kamezaki y Matsui (1995) analizaron medidas craneales de siete playas de
anidacion, dos del Atlantico y 5 del Pacifico, concluyendo que la diferenciacion
morfologica que ellos encuentran entre C. mydas y C. agassizii es suficiente

para clasificarla s6lo como la subespecie: C. mydas agassizi.

* Bowen ef g/ (1982) analizaron el DNAmMt con enzimas de restriccion sobre
muestras de 15 colonias dentro de la area de distribucién global del género
Chelonia, encontrando una clara distincion entre las poblaciones del indo-
Pacifico con respecto a las del Atlantico y Mediterraneo. Sin embargo, no
encontraron evidencia, para considerar que |la tortuga negra forme un linaje
independiente con respecto a las demas tortugas de este género, por io tanto

no se apoya la asignacion de especie independiente.

» Karl et a/. (1992) analizaron genes nucleares de copia (nica, con enzimas de
restriccion para evaluar la diferenciacion genética entre tortuga negra y verde.
En su analisis fllogenético no se apoya ia asignacidon de especie para C.

agassizii.

* Dutton ef a/ 1996a secuenciaron dos segmentos mitocondriales de tortuga
negra y verde (ND4 y region control) sin que el analisis filogenético demuestre

una distincién clara de la tortuga negra con respecto a la tortuga verde.

» Karl y Bowen (1999) secuenciaron 1,341 pares de bases de tres loci usados
por Karl ef a/. (1992), sin observar que las tortugas negras analizadas formen

un grupo monofilético distinto al restc de las Chelonias.
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Los trabajos previamente realizados con tortuga negra tienen tamarfos de
muestra pequefios (n< 8) para las poblaciones de Michoacan donde se encuentran
las principales playas de anidacién para la tortuga negra. En este trabajo se
incremento significativamente el tamafo de muestra (n = 135), con el proposito de
contar con una base mas amplia, en los analisis de similitud y filogenetico de esta

tortuga marina.
OBJETIVOS

 Comparar las secuencias de la region control del DNAmt obtenidas de las

colonias anidadoras de tortuga negra con aquellas disponibles en la literatura.

« Establecer las relaciones de similitud en el género Chelonia con base en ia

region control del mtDNA

= Establecer las relaciones filogenéticas dentro del género Chelonia con base en

la regién control dei mtCNA
MATERIALES Y METODOS
Los haplotipos empleados para este analisis son (tabla 5.1.):

* Todos los encontrados en este trabajo (ver figura 4.1) originados en las
colonias anidadoras de tortuga negra del F..cifico Oriental Mexicano (5

haplotipos)

* Haplotipos de colonias de Chelonia, provenientes de trabajos
publicados: Dos haplotipos de colonias del Pacifico central, uno de
colonias del Pacifico occidental, y cuatro haplotipos encontrados en

poblaciones del Atlantico.

» Se eligid también una secuencia de tortuga caguama Careffa careffay
tortuga golfina Lepidochelys ofivacea como grupo externo del género
Chelonia.
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Tabla 5.1. Hapiotipos empleados en la reconstruccién filogenética, océano de origen y
referencia.

Especie Secuencia Localizacién -

Haplo-E

Haplo-F

Hapio-H Este trabajo

Pacifico Oriental México
{Michoacan)

Tortuga negra
Chelonia agassizif

Haplo-|

Haplo-M

CA/Dutton Dutton ef &/, 1996a

CMHAW/Nor Norman ef af 1994
Pacifico central Hawai
CMPA/Dutt Dufton ef 8/ 1896a

CMJVAa/Nor |Pacifico occidental Java Norman et g/ 1994

CMCGC/AH Atlantico occidental | Allard ef af 1994
Tortuga verde Florida
Chelonia mydas
CM5/Encal Atlantico occidental | Encalada 1996
Surinam
CM8&/Encal Atlantico Oriental Guinea- | Encalada 1996
Bissau
CM9/Encal Mediterraneo Chipre Encalada 1996
Golfina
Lepidochelys Olivacea Grupo externo Dutfon ef a/ 1996a
Olivacea
Caguama Caretta Grupo externo Dutton ef &/ 1996

Carefta carella

De tortugas marinas del género Chelonia se encuentran mas de 350
registros de secuencias de la regién control del miDNA en e! Genebank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/GenbankOverview.html) pero no todas se
pueden utilizar en este analisis debido a las siguientes razones: algunas
secuencias corresponden a distintos fragmentos de la region control y no son del

mismo tamafio, en otros casos |os haplotipos son distintos en solo una posicion

63



Chassin N. O. CAPITULO V

con respecto al resto de los haplotipos (Una autapomorfia) por lo que no resultan
ser secuencias redundantes. Por estas razones se seleccionaron las secuencias

anteriormente mencionadas.

Con las 14 secuencias seleccionadas se realizé el alineamiento, con
ClustalV para PC version 1.7 (Higgins, 1891) y se revisdé a ojo sobre la
visualizaciéon de las secuencias proporcionadas por el programa GeneDoc para
PC version 2.2.0 (Nicholas ef a/. 1997).

El alineamiento de las secuencias es un proceso crucial para el
estahlecimiento de relaciones filogenéticas, pues en este procesc se forman
hipdtesis de homologia (taxica o transformacional sensu De Luna y Mishler, 1996).

El alineamiento obtenido se presenta en la figura 5.1.
RELACIONES DE SIMILITUD DEL GENERO Chelonia

Con ef alineamiento mostrado en la figura 5.1 se realizé un “bootstrap” {mil
replicas) con SEQBOOT (PHYLIP 3.5 Felsenstein, 1993) y posteriormente se
generaron las matrices de distancias genéticas empleando el programa DNADIST
de PHYLIP 3.5 (Felsenstein, 1993). Las distancias se calcularon con el modelo de
Kimura de dos parametros con una proporcion de transicidn : transversion de 14:1
propuesto por Karam (1987). Con las matrices de distancias se generaron los
fenogramas empleando el algoritmo de NEIGHBOR de PHYLIP 3.5 (Felsenstein,
1993 basado en el procedimiento "Neighbor Joining" de Saitou y Nei, 1887). Con
los fenogramas obtenidos se realizdé un consenso, para determinar las relaciones
de similitud entre los 15 haplotipos. E] arbol obtenido se edité empleando 7Treeview
version 1.5.2. (Page, 1996).

RELACIONES FILOGENETICAS DEL GENERO Chelonia

Para la reconstruccion filogenética se uso el mismo alineamiento
presentado en la figura 5.1. Se realizaron varios andlisis. En primera instancia una
bisqueda heuristica del cladograma mas parsimonioso usando Winclada como

interfase para Nona {Nixon, 1999).posteriormente se realizd una Bootstrap (10 mil
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replicas) con un analisis heuristico de cada una de las matrices, y a partir de los
cladogramas obtenidos se género un cladograma consenso. Finalmente se le
realizé un analisis para obtener el indice de decaimiento “decay index” con SEPAL
Version 1.4. (Salisbury, 2001).
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Chassin N. O. CAPITULO V

RESULTADOS
RELACIONES DE SIMILITUD DEL GENERO Chelonia.

En el fenograma obtenido (figura 5.2.) se observa que los haplotipos del
Pacifico y Atlantico caen en distintos grupos. Los haplotipos de tortuga negra
marcados en gris se encuentran muy cercanecs en distancia con los haplotipos de

C. mydas del Pacifico.

— CM2/Encal
D Pacifico Oriental {México) tortuga negra a7
— CM13/Encal
Pacifico Gentrat (Hawai) C. mydas 100
- . — CM10/Encal
E Pacifico Qccidental {Java} C. mydas 865

— CM12/Encal §
— CAJ/Duiton ]

48 P he
66
100 hm

0

E5 A#antico C. mydas

- i L hh
32 |
a9 hf
28 I
L ki
CMHAW/Nor [
CMJVAa/Nor B

CMPA/Nor

Carelta

Olivacea

Figura 5.2. Fenograma obtenido a partir de las distancias genéticas entre haplotipos de
Chelonia en colonias del Pacifico y Atlantico. Los nimeros en las ramas representa el
porcentaje de aparicion de las mismas en un analisis de bootstrap .

RELACIONES FILOGENETICAS DEL GENERO Chelonia

Con el analisis heuristico se obtuvieron ocho arboles igualmente

parsimoniosos. En la figura 5.3. se muestra uno de los arboles igualmente
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parsimoniosos, la raiz del arbol fue definida por los grupos externos (secuencias

de Carefta carettay Lepidochelys ofivacea).

0 €9 A 62 90 153 240 301 33D

e -—a—s—0—a Caretta

¢ g a a a2 ¢ ¢
21 58 B4 77 129 147 171 193 202 201 237 242 303 364
- - —r—b

—tet—b C>—<3——<g>——g~~-~—Olivacea

¢c t a8 & g g a 't a ¢ a

103 ! ';7 —CM13/Enca

D —
— © L& emzEncal

33 99 227 241 254 278 302 39

'Y TR

a c a o t a -3 [+
o o —— CM10/Enca
—Cc—0D

* >+ le——CM12/Enca

166

—*—hf
Bay ey ~——nhi
T CMJVAa/No
I
a 4 CMHAW/Nor
Ul pacifico Oriental (México) tortuga negra ' —é’—ésa—“‘ CMPA/Dutt —
Pacifico Central (Hawai) Ch mydas "?2— hm
L Pacifico Occidental (Java) C. mydas _?gz___ ——he
Atigntico C. mydas —-27—31— CA/Dutton
LY hh L

a

Figura 5.3 Uno de 8 cladogramas igualmente parsimoniosos obtenidos en una blsqueda
heuristica, los valores de este cladograma son los siguientes. Largo del cladograma = 103
indice de consistencia = 81 indice de retencion = 85. lo circulos negros representan
cambios no homoplasicos (sinapomorfias o autapomorfias) v circulos blancos representan
caracteres homolplasicos. Los numeros arriba de los circulos representan la posicion en
la que se encuentran los cambios, v la letra debajo de las ramas representa el estado de
caracter.

El cladograma obtenido muestra que los haplotipos de tortuga negra
(marcados con rectangulo gris) forman un grupo polifilético dentro del clado de
poblaciones de C. mydas del Pacifico central (marcados con rectangulo de puntos
negros y fondo blanco) y de las poblaciones de C. mydas del Pacifico occidental
(rectanguio de puntos blancos fondo negro). Aparte, en otro clado, se encuentran
los haplotipos de C. mydas del océano Atlantico (marcados con rectangulo de

cuadros pequenos blanco y negro).
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Los valores de indice de consistencia (Cl) son una medida que determina el
nivel de homoplasisias en una filogenia, un indice de consistencia igual a uno
representa una filogenia que no tiene caracteres homoplasicos. El valor de indice
de consistencia obtenido en esta filogenia es bueno. Se ha observado que el valor
del indice de consistencia se encuentra negativamente correlacionado con el
numerc de taxa terminales (OTUs) y el numero de datos. Esto limita su uso
particularmente cuando se pretende comparar este valor obtenido en cladogramas

con distinto namero de OTUs y caracteres (Siebert, 1994).

El indice de retencién es una medida mas robusta de evidencia de soporte
de los clados formados con respecto al Cl y representa la fraccion de aparentes
sinapomorfias en Irs caracteres que son retenidas como sinapomorfics en el
cladograma final (Lipscomb, 1998). E! indice de retencién posee la ventaja sobre
el indice de consistencia en el sentido de que los caracteres no-informativos,
autapomorfias, ni simplesiomorfias no lo hacen crecer. El valor obtenido de indice
de retencion indica que una alta proporcién (0.85) de las sinapomorfias en los

datos se mantienen como sinapomorfias en el cladograma.

En la figura 5.4. se muestra al andlisis de decaimiento de la filogenia
generada. El indice de decaimiento representa numero de pasos que puede
relajarse un clado sin colapsarse. Esto es, si un grupo monofilético esta presente
en todos los cladogramas mayores en 5 pasos con respecto al cladograma mas
parsimonioso, pero no en los cladogramas de 6 pasos, entonces ese grupo
monofiletico tiens un indice de decaimiento de 6. En la figura se observan

politomias que no se mantienen si se aumenta el nimero de pasos.

La figura 5.5. presenta el cladograma obtenido después de 10 mil replicas
de bootstrap. Los clados obtenidos en los tres analisis son los mismos (en el
analisis de decaimiento y bootstrap se observan politomias en algunas ramas por
las razones que se explican en el texto), esta evidencia aunada a los valores de

IC, IR, sugieren que la reconstruccion filogenética es robusta.

TESIS CON
GALLA D ORIGEN
PALLA TR
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Ej Pacifico Oriertal (México)} torfuga negra hh

Pacifico Central (Hawai) Cf mydas 1 CADutton

& Facifico Qccidental (Java} C. mydas he

P hm

“E Attantico C myd:

dntico C myoas 4 CMJVAaNo B

hf l:
hi :

CMPADutt

CMHAWNor

CM13Enca i
CM2Encal

17

CM12Enca |
CM10Enca g
Olivacea

Caretta

Figura 5.4. Cladograma en el que se muestra el analisis de decaimiento. Los nimeros
sobre las ramas son los valores de decaimiento. Las politomias se encuentran agrupando
OTUs que no se mantienen al incrementar el nimero de pasos en el arbol.

100 |

68
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L] Pacifico Oriental (México ) tortuga negra

Pacificc Central (Hawai) Ch mydas

S Aténtico C. mydas

Pacifico Occidenial (fava) C. mydas

Caretta
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72 CM10/Enca
CM12/Enca
99 CM13/Enca
CM2/Encal
CA/Dutton
he
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hi .
———— h2 |
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Figura 5.5. Cladograma de consenso estricto de 10 mil cladogramas. L.os valores arriba
de las clados representa su porcentaje de aparicion en los 10 mil cladogramas analizados.
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DISCUSION

Antes de empezar con la discusion de las relaciones filogenéticas cabe
decir que a partir de la filogenia observada en la figura 5.3 se observa que existen
14 substituciones entre los haplotipos del Atlantico y Pacifico, esto implica que hay
un 4.66 % de diferenciacion enfre los haplotipos de estas dos cuencas oceanicas,
que se separaron aproximadamente hace 3.5 millones de afos (Collins ef. af.
1996), esto implica que hay un 1.33 % de diferenciacion en una secuencia por
cada millon de afios, con 1o que se puede inferir existe una disminucion en la tasa
de evolucién de 33.5 % inferior con respecto a la tasa de evolucion de los
vertebrados (2 % de divergencia por cada milldn de afios) y seis veces mayor que
el valor reportado para este género por Avise ef al. (1992) esto es debido a que
este autor estimo el grado de diferenciacion basandose en informacion de RFLP’s
que como se ha discutido anteriormente (ver capitulo 3) subestiman la variacion

genética al no detectar todas las posiciones polimérficas.

En este trabajo se realizaron andlisis fenéticos y cladistas pues no hay
consenso en cual es la metodologia correcta para reconstruir filogenias. En las
simulaciones realizadas para determinar que metodologia es mas robusta los
resultados no son concluyentes, alguncs autores piantean que el desempefio de
los algoritmos es similar en el sentido de que logran la reconstruccion de la
historia evolutiva con un alto grado de exactitud (Hilli= 2f a/. 1994), otros autores
plantean que los algoritmos basados en matrices de distancia (fenéticos) son mas
robustos {Sourdis y Nei 1988) sin embargo Crisci y Lopez (1983) han planteado
que las relaciones obtenidas con métodos fenéticos no siempre son congruentes

con las relaciones genealdgicas base de las especies.

Cuando se trabaja con a similitud para reconstruir la filogenia se corre el
peligro de interpretar de manera errénea las relaciones filogenéticas, esto es en el
sentido de que no necesariamente los individuos mas similares estan mas
estrechamente relacionados desde el punto de vista filogenético, como se muestra

en la figura 5.6. este tipo de fenébmenos se pueden observar como resultado del
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analisis de caracteres homoplasicos resultadc de convergencias, paralelismos vy

reversiones Crisci y Lépez (1983).

Del los analisis obtenidos por métodos fenéticos (figura 5.2) y cladisticos
{figura 5.3., 5.4. y 5.5.) se puede discutir |o siguiente.

Si la tortuga negra se hubiera diferenciado como especie independiente
como propone Pritchard (1997, 1999) se esperaria que los haplotipos de esta se
agruparan aparte del resto de los haplotipos de! genero Chelonia, por el patron de

sinapomorfias constituyendo un grupo monofilético.

En los cladogramas obtenidos (figura 5.3., 5.4., 5.5.) y el fenograma (figura
5.2) se observa que las tortugas del género Chelonia del Atlantico y Pacifico se
encuentran, efectivamente, en clados diferentes manteniendo un patrén
filogeografico congruente con la separacién geografica de las poblaciones. Sin
embargo a no puede observarse un patrén filogeografico perfecto cuando se

observan los haplotipos de las tortugas del Pacifico.

Similitud

& —@

Tiempo’

Figura 5.6. representacidn grafica de las relaciones filogenéticas entre 5 OTU’s
hipotéticos, (A, B, C, Dy E) en la que se muestra que los OTU’s C y D son similares pero
se encuentran evolutivamente distantes.

El resultado del presente analisis no apoya la asignacion de especie (sensu

Concepto Filogenetico de Especie Cracraft, 1988., de Queiroz y Donaghue 1990)
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debido a que la tortuga negra forma un grupo moncofilético con los haplotipos de
tortuga verde del Pacifico y los haplotipos de tortugas verdes del Atlantico se
agrupan en un grupo monofilético distinto. En la sistematica actual no se duda que
tas C. mydas de ambas cuencas oceanicas pertenecen a una misma especie. Una
asignacion de especie independiente a la tortuga negra requeriria que esta se
encontrara en un grupo monofilético independiente separado de el grupo de
haplotipos de tortuga verde tanto del Atlantico como del Pacifico. El resultado
respecto a la situacion taxondmica de la tortuga negra es el mismo en los analisis

realizados con el método fenético o cladistico (ver figuras 5.2., 5.3., 5.4. y 5.5.).

Actualmente |la evidencia proporcionada por la sistematica molecular genera
una hipotesis de trabajo que puede ser mejorada conforme se adicionen datos no
solo moleculares y entonces de modo que con una enfoque holista se pueda

definir la situacién taxonémica del complejo Chefonia.

De la evidencia existente en contra y a favor de la asignacion de especie de

la tortuga negra discutiré a continuacién lo pertinente para cada una de ellas.

Pritchard, 1997 indica que C. mydasy agassizii son simpatricas en algunas
localidades (Islas Galéapagos y Nueva Guinea). Esto implica que ambas “especies”
comparten una misma localidad pero no se reproducen. Sin embargo a la fecha no
existe un estudio en el que se demuestre que las C. agassizii se apareen con las
C. mydas sin producir descendencia pero tampoco existe evidencia de que no lo
pueden realizar, por lo tanto este argumento no es retevante hasta que se tenga

alguna evidencia concreta.

Los trabajos realizados por Figueroa y Alvarado (1990) y por Kamezaki y
Matsui (1995), presentan evidencia morfolégica de forma y tamafic del caparazén
y craneo respectivamente. Figuerca y Alvarado (1990) proponen gue la tortuga
negra es una especie, mientras que Kamezaki y Matzui (1995} la consideran una
subespecie. El trabajo de Kamezaki y Matzui fue realizado con base a muestras
de siete playas de anidacion, dos del Atlantico y cinco del Pacifico; Alvarado y

Figueroa consideran muestras de dos sitios de anidacion, Colola, Michoacan en el
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Pacifico y Tortuguero, Costa Rica en el Atlantico. Es evidente que hace falta
obtener informacion morfolégica del area de distribucién del género Chelonia para
que estos andlisis sean mas robustos, informacién molecular de toda el area de

distribucion del género Chelonia se encuentra disponible.

El trabajo de Bowen ef al. (1992) ha sido criticado por los defensores del
status de especie para la tortuga negra (Pritchard, 1999) por la aparente
incongruencia obtenida en los arboles de similitud en los que los haplotipos de
Michoacan son mas similares a los de Oman del océano indico que a los de las
Islas Galdpagos. Karl y Bowen (1999) responden de la siguiente manera “La
informacion genéftica (y no la morfoldgica) han vislumbrado el unico patron
zoogeografico de e~la especie que tiene sentido. la separacion de las potlaciones
del Atiantico-Mediterraneo e Indico-Pacifico en una escala de un par de millones
de antos. La similitud de dos colonias ampliamente separadas (del océano Indico y
Pacifico) no es sorprendente en el contexto de los recienfes estfudios que
demuestran que las tortugas marinas cruzan regularmente /as cuencas oceanicas
(Bowen etf. al. 1995}

Se ha criticado a los trabajos de sistematica molecular con tortugas marinas
porgue en un principio se realizaron trabajos Gnicamente con DNAmt, pero en la
actualidad existen trabajos con secuencias de marcadc-es nucleares (Dutton ef af.
1996a, Karl y Bowen 1999) y ia evidencia aportza por estos trabajos es
congruente con el DNAmt, en el sentido de que la tortuga negra esta mas
estrechamente relacionada con las tortuga verdes dei océano Pacifico que las
tortugas verdes del Pacifico con las del Atlantico, de manera que no se soporta la

asignacion de especie a la tortuga negra.

Karl y Bowen 1999 proponen que a la tortuga negra se le considere una
especie geopolitica definida como un grupo de individucs confinados a un area
geografica o politicamente definida que han recibido el status de especie
independientemente de los criterios, morfologicos, genéticos o de aislamiento
reproductivo. Evidentemente esta definicion carece de valor biolégico, pero es

relevante si se considera en el marco de los esfuerzos de conservacion.
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Una critica que no seé ha realizado en particular en la discusién de la
posicion taxonomica de esta tortuga es que en el caso de las filogenias realizadas
con genomas mitocondiales es que es posible que estemos reconstruyendo un
arbol de genes y no arbol de especies (Li, 1997). Sin embargo para evitar este
problema se sugiere usar varios genes, y en los analisis moleculares de Ia

posicion sistematica se han empleado genes nucleares y mitocondriales.

Definir la importancia para la conservacion de una poblacion de acuerdo
con su situacion taxondmica es inadecuado. A la fecha entre los defensores y
opositores de que la tortuga negra sea una especie independiente existe consenso
con respecto a que: la tortuga negra es peculiar en cuanto a composicion genética
(sus haplotipos solo se encuentran en la tortuga negra) y caracteristicas
morfologicas y es posible que esta poblacién se encuentre en proceso de
especiacién. Lo mas importante sin duda es que preocuparse por la definicién de
la posicion taxonomica de la tortuga negra es absurdo si esta poblacion continua
disminuyendo en tamafc y no musestra sefales de recuperaciéon a pesar de los

esfuerzos de conservacion realizados.
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CAPITULO VI CONCLUSIONES.

Del capituio 3

A partir de simulaciones se demuestra que los RFLP y DGGE son
ineficientes para diferenciar todos los haplotipos de la regidén control del
mtDNA de tortuga verde reportados por Encalada (1996) vy los haplotipos

de tortuga negra encontrados en el presente trabajo.

La herramienta molecular que permite detectar con mayor eficiencia la
variabilidad genética de la regién control del DNAmMt es la secuenciacion

de acidos nucleicos.

Det capitulo 4

Los niveles de variabilidad genética de la poblacion anidadora de
Michoacan son aitos con respecio a vaiores obienidos para poblaciones
del género Chelonia con tamafios poblacionales mas grandes (Tortuguero,

Costa Rica).

A pesar de la reduccidn del tamafic poblacional de la tortuga negra, los
valores de variabilidad genética son altos debido a que no ha transcurrido
tiempo suficiente desde la explotacion de este recurso a la fecha para que

la deriva génica o0 endogamia impacten significativamente la variabilidad.

El tamafio efectivo histérico calculado a partir del parametro ¢ es de
8,585.2 individuos y se encuentra dentro del valor estimado para otros

vertebrados.

La variabilidad genética de 1a poblacion anidadora de tortuga negra en el
estado de Michoacan se encuentra distribuida de manera homogéenea (no
hay estructura geneética); por lo tanto, no es posible identificar unidades de

manejo independientes (sensu Moritz 1994).
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V.

VLI

La ausencia de estructura genética entre fas playas de anidacion de la
tortuga negra en el estado de Michoacan refleja una conectividad histérica

reciente entre esas poblaciones.

Las playas de Colola, Maruata y Arenas Blancas, presentan haplotipos
privados por lo gue merecen especial atencion en labores de

conservacion.

Del capitulo 5

.

Las poblaciones del género Chelonia del océano Atlantico se encuentran

claramente diferenciadas de las del océano Pacifico.

l.as relaciones de similitud de la tortuga negra con respecto al resto de las
poblaciones del género Chelonia no demuestran que la asignacion de

especie a la tortuga negra sea adecuada

Las relacicnes filogenéticas establecidas entre la tortuga negra y el resto
de las poblaciones del género no sustentan la asignacion de especie para
esta poblacion debido a que los haplotipos de esta poblacion forman un

grupo polifilético.

La posicion taxondmica de la tortuga ne¢'a es independiente de la
relevancia de esta poblacion para la conservacion que es singular desde

el punto de vista genético y morfologico.
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APENDICE |

Solucidn litica para preservacion de sangre en el campo:

100 mM Tris-HCI, pH 8; 100 mM EDTA, pH 8, 10 mM NaCl; 1.0% (w/v) SDS (sodio
dodecil suifato)

Solucion SaI-DMSO para preservacion de tejido sélido en el campo:

20 % DMSO, 250 mM EDTA pH 7.5-8 y NaCl hasta saturacion

TAE 50X:

Trisma base 242 gr, Acido Acético Glacial 57.1 ml, 100 m| EDTA 0.5M
Colorante.

Bromofenol 0.25%, Xileno-Cianol 0.25%, Glicerol 30%

Buffer de extraccion DNA STE:

100 mM NaCl, 10 mM EDTA pH 8.0, 50 mM Tris-HCI pH 8.0

TE:

10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 7.5

Fenoi en buffer: fenol saturado en Tris-HCI

Solucion FCI. fenol, cloroformo, alcohol isoamilico (25:24:1)

Solucion ClI: cloroformo, alcohol isoamilico (24:1)

SDS: sodio lauril sulfato (= sodio dodecil sulfato)solucion 20% (peso / volumen)
Acetato de sodio: solucion 3M

Protocolo de obtencién de ADN con solventes organicos y precipitacion con
etanol reportado por Hillis y colaboradores {(1996).

Procedimiento:

1. Para tejido o células de sangre, homogenice aproximadamente 100 mg (un vol.
de aproximadamente 0.3 cm®) en 1000 ul de buffer STE con el
homogeneizador de cristal. Si se esta utilizando sangre sin amortiguador litico
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(SDS) el procedimiento se facilita st se congela la muestra y se raspa el
volumen necesario de sangre con una hoja de bisturi.

2. Para sangre en buffer litico, transfiera aproximadamente 0.3 m!l a un tubo de
1.5 ml. Aflada 0.5 ml de STE y proceda al paso 3.

3. Transferir el homogeneizado a un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml, afadir 70
ul 20% SDS y agite suavemente.

4. Calentar el material lisado a 50-65 °C durante 15 minutos
5. Centrifugar durante 5 minutos a 7000 g para formar una pastilla.
6. Transferir el sobrenadante a un tubo fresco de 1.5 ml. Descartar la pastilia.

7. Afadir 700 ul de fenol en buffer. Mezclar suavemente por completo e incubar a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Se observard un color grisaceo
homogeneo.

8. Centrifugar por 5 min a 7000 g.

9. Cuidadosamente remover la fase acuosa (superior). Transferir a un nuevo tubo
de 1.5 mi, tratando de no transferir los restos celulares ubicados en la interfase
fenol/STE.

10. Si la transferencia de la fase acuosa es impedida por restos celulares, repetir
los pasos 6, 7, y 8.

11. Anadir 700 ul de FCI, mezclar con suavemente pero por completo e incube a
temperatura. ambiental durante 5 min.

12. Centrifugar por 5 min a 7000 g.

13.Cuidadosamente remaver {a fase acuosa (superior). Transferir a un nuevo tubo
de 1.5 ml, tratando de no transferir los restos celulares ubicados en ia interfase
fenol/STE.

14.Re-~exfraer la fase acuosa con FCI (repetir los pasos 10-12)

15. Afiadir 700 ul de CI, mezclar suavemente e incubar por S min. invertir los tubos
una vez cada minuto para evitar la separacion de las fases.

16. Centrifugar por 3 min (7000 g). Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo.
17.Re-extraer la fase acuosa con Cl (y repetir los pasos 13-15)

18.Anadir 1/10 volumen (aproximadamente 50 ul) de acetato de sodio (STE) 3M y
afore el tubo con etanol 100% frio (-20 °C) de 10 a 20 minutos. Agite bien
ISTA TELIS (0 JAL
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invirtiendo fos tubos varias veces para que se precipite el DNA. Es posible que
se observe el DNA como hilos blancos.

19.Incubar en un congelador (-20 °C) o, preferiblemente un ultracongelador (-70 a
-80° C), durante 20 min o toda la noche.”

20.Centrifugar durante 15 min (7000 g o 13,000 r.p.m.) preferiblemente bajo
refrigeracion. Generalmente se observa un precipitado pequerio, blanco de
DNA en el fondo del tubo.

21.Decantar el alcohol 100%. Secar el precipitado en una cenfrifuga con vacio, o
volteando los tubos en una gradilla a temperatura ambiente durante 1 hora
para evaporar el etanol restante.

22.Enjuagar con 1 ml etanol 70% frio (-20 °C) afadido cuidadosamente. Agitar
levemente, centrifugar durante 1 min (a temperatura. ambiente} y decantar el
etanol.

23.Decantar el etanol y secar el precipitado de DNA repitiendo el paso 20.

24. Re-suspender el precipitado en 250 ul de TE si se va a almacenar el DNA por
largos periodos 0 en Agua destilada si va a emplearse rapido, el EDTA del TE
puede interferir en las reacciones de PCR al capturar ! Mg de la reaccion.

*este es un punto adecuado para detener el proceso y guardar el material
hasta el siguiente dia.

80



Chassin N. O. APENDICE |

APENDICE i

GUIA PARA LA COLECTA DE MUESTRAS DE SANGRE Y TEJIDO EN EL
CAMPO

1.

TEJIDO SOLIDO

De 35 a 40 nidos puestos por distintas madres, muestrear una cria muerta por
cada nido. (no importa si la cria tiene varios dias de muerta, esta parasitada por
larvas, si el tejido esta seco o la muestra es obtenida de un embrion muerto
antes de la eclosion) Nota: si no se tiene un control de las hembras anidadoras
se puede evitar muestrear a la misma madre mas de una vez si se obtienen
todas las muestras dentro de un periodo no mayor que 13 dias. Importante: si
existe la posibilidad de que dos 0 mas muestras sean de nidos puestos por una
misma tortuga, favor de anotario en l1a hoja de campo, jno dejar de colectar
estas muestrasl. Si se encuentran ejemplares muertos colectar tejido
también {no importa e! grado de descomposicion), si sélo esta el caparazon,

un fragmento 6seo de aproximadamente. 10 gramos son suficiente.

Cortar la piel del cuello de la cria, asegurando incluir el masculo asociado
(cualquier tejido blando es mejor que piel o cartilago). Se necesita
aproximadamente. 0.5-5 gramos de tejido. Si es posible extraer el higado
también. {se requiere una cantidad equivalente al tamafo de 2 o 3 chicharos

para cada muestra).

Realizar varios cortes al tejido para facilitar el contacto con la solucién.
Introduzca la muestra a las botellas asegurando que quede cubierta por la
solucion fijadora. Impertante: no tocar las muestras con las manos para evitar
contaminar las muestras con su DNA {Use siempre guantes!. En caso de que
los guantes o navajas no sean suficientes, NO los use para la obtencidon de
distintas muestras, a menos que los limpie con alcohol para la obtencion de

muestras distintas.
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4. Las muestras pueden ser almacenadas a temperatura ambiental durante varios
meses (5 meses)o en refrigerador hasta un afio. Evite exposicién al calor o luz

solar.
SANGRE

1. Coloque a la Tortuga en la posicién que se muestra en la figura 1 {(con la parte
anterior mas baja con respecto a la posterior) para hacer esto se puede
aprovechar [a pendiente de la ‘cama” o generar la pendiente removiendo la

darena.

2. Inserte con cuidado la punta de la aguja de una jeringa de [as proporcionadas
en 3l paquete, para colectar sangre de los senos cervicaies que se encuentran
en la parte dorsal (superior) del cuello de la tortuga como se sefala en la figura
2. Asegurese de que la aguja entre perpendicularmente a la superficie dorsal

del cuello de la tortuga.

3. Introducir la aguja entre 1 y 3 cm de profundidad generando succién con él
embolo de {a jeringa. Obtener aproximadamente un mililiiro (1 c.c.) Nota: sila
extraccion de esta cantidad resulta problemética, se puede utilizar una muestra
mas pequefia. En caso de gue esto ocurra, andtelo en los comentarios de la
hoja de registro. Usar siempre material estéril (nuevo) en cada tortuga. Noia: e
cuello de la tortuga tiene dos senos cervicales uno del lado derecho y otro del
izquierdo, en caso de no lograr la obtencion de la muestra de un lado se puede

intentar dei otro lado.

4. Inmediatamente que se obtenga la muestra de sangre, transfiérala al envase

de plastico que contiene la solucion preservadara (buffer litico SDS).

5. Invierta el tubo varias veces para mezclar bien. Importante: Evitar tocar las
superficies internas de los envases o la sangre con sus manos lo que

contaminaria las muestras con su DNA.
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6. Anotar sobre la etiqueta del frasco: una abreviacion de la playa de anidacién y

numero del frasco, registrar los datos en la hoja de campo e incluirla en su

~_

envio.

Figura 1. Posicion de |a tortuga para la colecta Figura. 2. Diagrama de la vista dorsal
de sangre del cuello de una tortuga marina,

mostrande en un circulo el sitio
aproximado de la insercion de la aguja
para la obtencién de sangre.

PARA ENVIAR LAS MUESTRAS:

Envuelva ia parte superior de ia botella cerrada con el Parafilm, estirando éste
conforme se envuelve. Esto evitard que se derrame el contenido durante el
transporte; revise que quedaron bien sellados los frascos.
Las muestras pueden ser almacenadas a temperatu: » ambiental durante varios
meses o en refrigerador hasta un afio. Evite exposiciun al calor o luz solar.
Antes de enviar el material, cercidorese que los datos quedaron bien
especificados en las hojas de campo y que los frascos estén bien sellados para
evitar fugas
Envie las muestras por paqueteria a la siguiente direccidn, notificando por
teléfono, fax o correo electrénico los detalles del envio:

Omar Chassin Noria.

Instituto de Ecologia, UNAM.

L.aboratorio de Genética y Evolucion.

Circuito Exterior s/n CU.

04510, Mexico, D.F.

Tel Laboratorio. 622-90-01. Particular 573-01-53

FAX 622-89-95 y 616-19-76

e-mail : ochassin@miranda.ecologia.unam.mx
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