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RESUMEN

Las tortugas marinas presentan una gran variacion en la frecuencia de paternidad
multiple entre y dentro de las especies. La mayoria de los estudios se han
enfocado en buscar explicaciones a las causas de esta variacion. Sin embargo, los
efectos de la paternidad multiple sobre la adecuacion y el desempefio de las crias
no han sido explorados exhaustivamente. Uno de los efectos de la paternidad
multiple en la adecuacion puede analizarse en el caparazon. El caparazon de las
tortugas marinas las protege de la depredacion y se ha sugerido que la forma del
mismo puede influir en la supervivencia y adecuacion de los individuos. Se ha
observado que el caparazdon puede presentar anomalias tanto en el patron de
distribucion de escudos como en su numero (escudos supernumerarios). En el
presente estudio el sistema bioldgico fue la tortuga verde (Chelonia mydas) de la
costa michoacana en México. Los objetivos de este trabajo fueron: a) estimar la
proporcién de individuos adultos y crias con escudos supernumerarios en el
caparazon, b) realizar un andlisis de morfometria geométrica y de asimetria del
caparazon, c) analizar la frecuencia de paternidad mdultiple, d) determinar el orden
de fertilizacion dentro del tracto reproductivo de las hembras, y e) establecer si
existe relacién entre la frecuencia de paternidad mdultiple y los valores indirectos de
adecuacion (simetria, peso, tamafo, vigor). Catorce nidos de la tortuga verde
fueron seleccionados para realizar un andlisis de morfometria geométrica y
asimetria del caparazon. Se colectaron muestras de 645 crias de nidos con 11 a
82 crias, muestreando en promedio de 51 crias por nido. En seis nidos se

conservo su orden de oviposicion hasta el dia de la eclosion para determinar el
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orden de fertilizacion dentro del tracto reproductivo y paternidad mdultiple. La
paternidad se infirid utilizando los microsatélites CM3, CM84 y CC117, disefiados
previamente para tortugas marinas. Se encontr0 que el 40% de las crias
presentan asimetria en el patron de escudos (escudos supernumerarios)
principalmente en los escudos centrales. En los nidos analizados con marcadores
moleculares se encontrd que cinco presentaron paternidad multiple ya que fueron
fertilizados por tres, cuatro y cinco machos, pero estos nidos no mostraron un
orden de fertilizacion dentro del tracto reproductivo. Este resultado indica que el
semen que fertilizé los huevos dentro del tracto genital de las hembras es una
mezcla del fluido seminal de varios machos. En los nidos analizados
molecularmente no se encontraron diferencias significativas con los valores de
peso, vigor y tamafio de las crias de los diferentes machos; pero si con los valores
de asimetria del caparazon. Por lo anterior, en este estudio no se encontraron
evidencias del efecto positivo de la paternidad mdultiple sobre indicadores

indirectos de adecuacion de las crias.

Palabras clave: Paternidad Mdltiple, Chelonia mydas, Adecuacion, Simetria.
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ABSTRACT

Marine turtles present a great variation in the frequency of multiple paternity has
been detected between and within species. Most of the studies have focused to
explain the causes of this variation. However, the effects of multiple paternity on
the performance of turtle hatchlings have been poorly explored. One of the effects
could be studied in the turtles shell. The shell that owns the marine turtles protects
them from the depredation. It has been suggested that the shell's form can
influence in the survival and fitness of the individuals. It has been observed that the
shell can present anomalies in the distribution pattern and in the number of scutes
(supernumerary scutes). The specie under study was the green turtle (Chelonia
mydas) from the Michoacana Coast, Mexico. The objectives of this study were to:
a) estimate the proportion of adult and hachtlings with supernumerary shell scutes,
b) make a geometric morphometrics and symmetry analysis of the shell, c) analyze
the frequency of multiple paternity, d) determine the fertilization order within the
reproductive tract, and e) estimate the performance of hatchlings (i.e., shell
symmetry, weight, length and vigor) associated to turtles with different frequency of
multiple paternity. Fourteen nests of green turtle were selected to realize a
geometric morphometrics and asymmetry shell analysis. It was collected 645
hatchlings with a range between 11-82 hatchlings by nest and a mean number of
51 hatchlings by nest. The oviposition order of six nests was conserved until the
day of its emergence, for studying a specific fertilization order within the
reproductive tract and multiple paternity. We used the microsatellites CM3, CM84

and CC117 for the paternity analysis. We found that 40% of the hatchlings had an
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irregular number of shell scutes (extra scutes) mainly at the central ones. Only five
from the six analyzed nests presented multiple paternity. It was found that these
clutches were fertilized by three to five males without a specific fertilization order
within the reproductive tract. This evidence suggests that the sperm used for the
fertilization of eggs is a mixture of seminal fluids present inside the genital tract of
the female. In the analyzed nests, it was found that there were not significant
differences between weights, length and vigor or asymmetry of different male
hatchlings, the differences were significant just for asymmetry values, concluding
that there is no evidence of multiple paternity effect on the performance of

hatchlings.

Key words: Multiple Paternity, Chelonia mydas, Fitness, Symmetry.
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INTRODUCCION GENERAL

A lo largo de la historia las tortugas marinas han sido una fuente
importante de recursos para las comunidades humanas que habitan en las zonas
costeras. Su explotacién indiscriminada, falta de conocimiento sobre aspectos de
su biologia y otras causas indirectas, como la destruccion del habitat, han
provocado la reducciéon de muchas de sus poblaciones. Esta problematica es un
punto importante de discusion en la comunidad académica y en organizaciones
conservacionistas nacionales e internacionales, por ello muchos paises han
promulgado regulaciones y establecido nuevas estrategias de conservacion para

protegerlas.

En el mundo existen siete especies de tortugas marinas, de las cuales seis
tienen sitios de anidacion en México. Todas las tortugas marinas, con excepcion
de la tortuga golfina (Lepidochelys olivacea), son consideradas como especies
amenazadas dentro de una variedad de instrumentos legales enmarcados en
tratados de conservacion con alcances regionales e internacionales. Estas
especies estan catalogadas como en Peligro y en Peligro Critico, en la lista roja de
la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN). También
estas especies estan consideradas en el Apéndice | de la Convencion sobre el
Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres
(CITES). En la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010 todas las
tortugas marinas estan consideradas como especies en peligro de extincidn, con
excepcion de la tortuga aplanada (Natator depresus) porque no se encuentra en

México soélo en Australia.
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En particular las poblaciones del género Chelonia en la costa del Pacifico
mexicano se han visto fuertemente sometidas a una intensa explotacion para la
obtencion de piel, carne y huevos; asi como una alta mortandad en sus areas de
alimentacion debido a la captura incidental de barcos camaroneros (Alvarado et

al., 1985; Koch et al., 2006).

Las playas de Colola y Maruata, en la costa michoacana, son los sitios
mas importantes de anidacion del género Chelonia en el Pacifico oriental. Las
poblaciones del género Chelonia que anidan en la costa michoacana han
registrado una disminucién drastica poblacional debido a su intensa explotacion
(Figura 1). En las décadas 1960 y 1970 se estimaban aproximadamente 25 000
hembras anidadoras que decayeron a un promedio de 1 400 en el periodo

comprendido entre 1982 y 2001 (Delgado, 2003).
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Figura. 1. Reduccién del tamafio poblacional de tortugas del género Chelonia en la costa del Pacifico
mexicano (modificado de Delgado, 2003).
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La posicion taxondmica de la tortuga verde (Chelonia mydas) con respecto

a la tortuga negra (Chelonia agassizii) ha sido motivo de controversia; ya que

algunos autores consideran a ésta ultima como especie y algunos otros no apoyan

este estatus. Se considera a Chelonia agassizii como sinonimia de Chelonia

mydas. De acuerdo con Chassin (2004), la controversia se ha generado a partir de

las diferencias publicadas en estudios sobre la asignacion de especie a la tortuga

negra como los que se mencionan a continuacion:

Chelonia agassizii y Chelonia mydas son especies que ocurren de
manera simpatrica en las Islas Galapagos y Nueva Guinea. Sin
embargo, no hay evidencias de que se reproduzcan entre ellas por lo
gue Pritchard (1997) considera que existe aislamiento reproductivo y
por lo tanto, considera valida la asignacién de C. agassizii como

especie.

Figueroa y Alvarado (1990) compararon tortugas de la costa
michoacana del Pacifico mexicano, con las de playa Tortuguero,
Costa Rica del Oceano Atlantico. Los resultados de esta
comparacién mostraron que la tortuga negra es diferente de la

tortuga verde en cuanto a forma, tamafio y coloracién del caparazon.

Kamezaki y Matsui (1995) analizaron medidas craneales de tortugas
de seis playas de anidacion, dos del Atlantico (Comoros y
Seychelles) y cinco del Pacifico (Jap6n, Ecuador, Costa Rica y

Guyana). Concluyen que la diferenciacion morfométrica entre C.
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VI.

VII.

mydas y C. agassizii es suficiente para clasificarla so6lo como la

subespecie: C. mydas agassizii.

Bowen et al. (1992) analizaron el ADNmt con enzimas de restriccion
de muestras de 15 colonias dentro del area de distribucién global del
género Chelonia, encontrando una clara distincion entre las
poblaciones del Indo-Pacifico (Islas Oman; Australia ; Japén; Hawaii,
Polinesia Francesa; Michoacan en Meéxico; Isla Isabel,; Islas
Galapagos; Ecuador) con respecto a las del Atlantico (Isla Ascencion,
Brasil, Suriname, Costa Rica, Florida en EUA) y Mediterraneo
Republica de Chipre). Sin embargo, la evidencia no fue suficiente
para apoyar la asignacion de C. agassizi como especie

independiente.

Karl et al. (1992) analizaron genes nucleares, con enzimas de
restriccion para evaluar la diferenciacién genética entre tortuga negra
y verde; y en su analisis filogenético no se apoya la asignacién de

especie para C. agassizii.

Dutton et al. (1996) secuenciaron dos segmentos mitocondriales de
tortuga negra y verde (ND4 y regién control) sin que el analisis
filogenético demuestre una distincion clara de la tortuga negra

respecto a la tortuga verde.

Karl y Bowen (1999) secuenciaron 1 341 pares de bases de tres loci

usados por Karl et al. (1992), sin encontrar que las tortugas negras

19



analizadas formen un grupo monofilético distinto al resto de las

Chelonias.

Un aspecto importante a mencionar es que los trabajos citados
anteriormente tienen tamafios de muestra pequefios (n<8) para las poblaciones de
Michoacan, que es donde se encuentran las principales playas de anidacion de la

tortuga negra.

Chassin (2004) realiz6 un analisis filogenético y de similitud de un total de
135 tortugas de 4 poblaciones de tortuga negra que anidan en la costa
michoacana usando la regién control del ADN mitocondrial. Los resultados de este
autor no apoyan la asignacion de especie para tortuga negra porque Sus
haplotipos formaron un grupo monofilético con los de tortuga verde del Pacifico, y
los haplotipos de tortuga verde del Atlantico estdn agrupados en un grupo
monofilético distinto. De modo que de acuerdo con la sistemética actual las
tortugas verdes tanto del Pacifico como las del Atlantico pertenecen a una misma
especie: Chelonia mydas. La asignacion de especie a la tortuga negra requeriria
que la misma se ubicara en un grupo monofilético independiente separado del

conjunto de haplotipos de tortuga verde tanto del Atlantico como del Pacifico.

El rango taxonémico es un criterio importante en la evaluacion de
prioridades de conservacion de un organismo amenazado: el Unico miembro de
una familia distintiva recibira mayor prioridad que una poblacién semi-aislada de

una especie (Karl y Bowen, 1999). En el caso particular del género Chelonia, el
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estatus taxondmico pasa a segundo término a la luz de la evidencia de la

reduccion en el tamafio poblacional y la permanencia de las amenazas.

El presente trabajo se divide en dos capitulos sobre la poblacion de la
tortuga verde (Chelonia mydas) que anida en Michoacan. En el primero, se analiza
la morfometria geométrica, simetria y escudos supernumerarios del caparazon
para conocer la proporcion de individuos que presentan escudos supernumerarios
y si la presencia de los mismos afecta la forma y la simetria del caparazon, ya que
se ha sugerido que la forma del mismo puede influir en la supervivencia y
adecuacion de los individuos. En el segundo capitulo se aborda el tema de la
paternidad multiple y estimadores indirectos de adecuacion en la progenie, entre
ellos la simetria, para determinar si la paternidad multiple confiere ventajas

adaptativas a las crias.
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CAPITULO |

ESTUDIO DE MORFOMETRIA GEOMETRICA, SIMETRIA Y ESCUDOS

SUPERNUMERARIOS EN Chelonia mydas

1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades de las tortugas marinas

Las tortugas marinas presentan una distribucién pantropical y habitan en
todos los océanos, con excepcion de dos especies: la tortuga aplanada o franca
oriental (Natator depressus, Garman 1880) y la tortuga lora (Lepidochelys kempii,
Garman 1880) con una distribucion restringida a Australia y al Golfo de Méxiso

respectivamente.

Actualmente, existen siete especies agrupadas en dos familias y seis
géneros: 1) la familia Dermochelydae (de caparazon blando con textura de cuero),
representada solo por la tortuga laud (Dermochelys coriacea, Linnaeus 1766) que
se conoce puede incursionar hacia aguas frias, incluso polares; 2) la familia
Cheloniidae (de caparazéon duro), representada por seis especies; la tortuga
aplanada o franca oriental (N. depressus) endémica de Australia, la tortuga lora (L.
kempii) concentrada principalmente en el Golfo de México y la costa oriental de
Estados Unidos, la tortuga golfina (Lepidochelys olivacea, Eschscholtz 1829), la
tortuga verde (Chelonia mydas, Linnaeus 1758), la tortuga caguama (Caretta
caretta, Linnaeus 1758) y la tortuga carey (Eretmochelys imbricata, Linnaeus

1766) que presenta una distribucion tropical.
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En México, se encuentran playas de anidacion para seis especies de
tortugas marinas. En la costa del estado de Michoacan anidan la tortuga verde (C.

mydas), la tortuga golfina (L. olivacea) y la tortuga laud (D. coriacea).

Las tortugas marinas presentan una morfologia altamente derivada con
muchas adaptaciones para la vida marina. Por ejemplo, todas las especies
comparten caracteres como las extremidades en forma de aleta, presentan
glandulas lacrimales alargadas con modificaciones para extraer el exceso de sales
de los fluidos corporales que se acumulan por ingerir agua salada (Meylan y

Meyland, 2000).

El caparazén de las tortugas marinas se caracteriza por una reduccion en
la cantidad de material 6seo, respecto a las tortugas terrestres y dulceacuicolas.
Presentan modificaciones en su forma que mejoran su eficacia hidrodinamica
como el hueso coracoides del hombro que es mas grande en comparacion con el
de otras tortugas y sirve como sitio de anclaje para los musculos pectorales que se

utilizan durante la natacion (Meylan y Meyland, 2000).

El tamafio y la forma del cuerpo tienen implicaciones fisioldgicas,
evolutivas y ecoldgicas para las tortugas marinas. Van Buskirk y Crowder (1994) y
Van Dam y Diez (1998) plantean que las medidas corporales de la tortuga estan
correlacionadas con funciones reproductivas y fisiolégicas como la regulacion de

la temperatura del cuerpo y la pérdida de agua por evaporacién, entre otras.
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1.2 Clasificacion de la tortuga verde

Clasificacion taxondmica de la tortuga verde. Reino: Animalia; Phylum:
Chordata; Subphylum: Vertebrata; Clase: Reptilia; Subclase: Anapsida; Orden:
Testudinata; Suborden: Cryptodira; Familia: Chelonidae; Género: Chelonia;

Especie: Chelonia mydas.

Nombres comunes: tortuga verde, tortuga verde del pacifico oriental, peje

blanco, tortuga blanca, tortuga negra, tortuga prieta.

Descripcién. Posee un par de escamas prefrontales. Su caparazon es liso,
con cuatro pares de escudos laterales, el color del mismo cambia con la edad del
animal, es negro en las tortugas recién nacidas, cambia a marrén con canela en
los juveniles, y verde oliva o verde grisaceo en los adultos, a veces presenta

pequefias manchas amarillas y marrones.

El plastron es blanco en los recién nacidos, posteriormente cambia a
amarillo cremoso, a veces pasando por una fase rosada o gris, dependiendo de la
poblacién de tortugas. Con excepcién de las tortugas verdes melanicas (las
llamadas tortugas negras) que se encuentran principalmente en el Pacifico
Oriental, los adultos tienen el plastron amarillo crema. Esta tortuga tiene una ufia
en cada extremidad, presenta cuatro escudos inframarginales de cada lado y dos
poros de Rathke, uno en la escama axilar y el otro en la escama inguinal.

La tortuga verde es herbivora, se distribuye mundialmente en aguas
templadas tropicales y subtropicales de aproximadamente 24°C. Esta especie se
distribuye entre los 50°N y 40°S de latitud, aunque la mayoria de las playas de

anidacioén se localizan entre los 20°N y 20°S del Ecuador (Hirth 1997). Esta tortuga
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vive en aguas poco profundas, cerca de la costa y en areas de arrecifes donde
existen pastos marinos y algas que son su principal fuente de alimentacion

(Limpus et al. 1992; Lutz y Musick, 1997; Hirth, 1997).

Las partes que conforman las extremidades se encuentran fusionadas en
forma de aletas. Las delanteras la utilizan para impulsarse, mientras las traseras le
sirven como timén y para maniobrar dentro del agua. Ello le permite mantener
velocidades de 30 y 40 km / h en distancias limitadas. Las hembras adultas utilizan
las aletas traseras para la construccion del nido; los machos adultos presentan
una cola prensil que utilizan para la copula. El peso promedio es de 70 kg vy
pueden llegar a pesar hasta 120 kg (Pritchard y Mortimer, 2000; Wyneken, 2004).

Los programas de marcaje a la par de la utilizacion de herramientas
moleculares han demostrado que las tortugas verdes son individuos filopéatricos
(FitzSimmons et al. 1997) que llevan a cabo grandes migraciones entre sus areas
de anidacion y areas de alimentacién, cubriendo en ocasiones miles de kilbmetros
a través de fronteras internacionales, hasta alcanzar la madurez sexual. Es
importante sefialar que el proceso de maduracion sexual, es un proceso biolégico

que demora entre 16 y 26 afios (Hirth, 1997).

Esta especie anida en islas oceanicas aisladas, libres de depredadores asi
como en playas continentales. Las caracteristicas de las playas de anidacion para
esta especie, es que sean playas abiertas 0 pequeias, ensenadas protegidas y
gue no estén obstaculizadas por arrecifes o formaciones coralinas, o bien, por
afloramientos rocosos (Pritchard y Mortimer 2000). Los factores determinantes en

la arena incluyen la temperatura, la disponibilidad de humedad, la conductividad e
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intercambio gaseoso, el grado de erosion y el grado de inundacion (Mortimer,

1990).

1.3 Morfometria geométrica

La morfometria geométrica es la fusion entre la geometria y la biologia;
incluye el estudio de la forma en un espacio bi- o tri-dimensional que permite
investigar los cambios morfolégicos que sufren los organismos (Bookstain, 1982).
La morfometria geométrica estudia los cambios en el tamafio y la forma partiendo
del desplazamiento en el plano (2D) o en el espacio (3D) de un conjunto de
“landmarks” o puntos morfométricos. Los “landmarks” son puntos basados en
coordenadas que permiten deducir la forma de los organismos y pueden tener un
significado filogenético, estructural, funcional o de desarrollo (Lele y Richtsmeier
1991). Los cambios en la forma, resultantes por presiones selectivas pueden
identificarse con métodos de morfometria geométrica de manera gréfica
permitiendo visualizar la direccién, localizacién y magnitud del cambio morfolégico

(Bookstain, 1982).

La forma del caparazon de las tortugas ha sido utilizada para realizar
investigaciones sobre taxonomia y ecologia adaptativa en Testudines, para
describir la distincion entre especies muy cercanas 0 subespecies y para
investigar la variacién entre y dentro de poblaciones (Paquette y Lapointe, 2007).
El caparaz6n de las tortugas, las protege de la depredaciéon y es de vital

importancia para el desempefio locomotor, se ha sugerido que la forma del
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caparazon puede influir en la supervivencia y adecuacion de los individuos (Myers

et al., 2006).

Existen pocos trabajos publicados sobre morfometria geométrica y
simetria en tortugas y la mayoria se han realizado con tortugas dulceacuicolas
(Claude et al., 2003; Valenzuela et al., 2004; Depecker et al., 2006; Myers et al.,
2006; Davis y Grosse, 2008; Domokos y Varkony, 2008; Rivera y Claude, 2008).
En la literatura se reporta un trabajo donde se utiliza la morfometria geométrica
como herramienta para distinguir grupos morfolégicos en términos de alometria y
funciones adaptativas de la articulacién del hombro de las tortugas e incluye 88
ejemplares de tortugas dulceacuicolas y 11 de tortugas marinas: tortuga verde (C.
mydas), tortuga caguama (C. caretta) y tortuga carey (E. imbricata) (Depecker et

al., 2006).

Por otro lado, Nishizawa y colaboradores (2010) mediante morfometria
geométrica compararon los craneos de individuos adultos y juveniles de C. mydas,
encontrando en los adultos, una elongacibn en la mandibula; debido

probablemente al cambio que ocurre en la dieta de los individuos.

1.4 Asimetria fluctuante

Existen tres tipos de desviacion de la simetria bilateral perfecta: la
asimetria fluctuante (AF), la asimetria direccional (AD) y la antisimetria (AS) (Van
Valen, 1962). La AF mide la variacion en las diferencias de los lados (izquierdo
derecho) que se distribuyen alrededor de 0, mientras que en AD las diferencias

izquierda derecha se distribuyen alrededor de un promedio que es
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significativamente mayor o menor que 0 (esto ocurre por ejemplo cuando un lado
de un caracter es consistentemente mas grande que el otro. AS es la ausencia de
simetria en rasgos normales del desarrollo (Van Valen, 1962; Palmer y Strobeck,

1986, 1992).

La AF se define como la desviacion de la simetria bilateral perfecta.
Comunmente se utiliza como una medida de estabilidad del desarrollo, que es la
habilidad de regular el desarrollo y producir un fenotipo a pesar de perturbaciones

ambientales (Oxnevad et al., 2002; Ayres-Fernandez y Cordero-Rivera, 2004).

Oxnevad y colaboradores (2002) plantean que existe una correlacion entre
la simetria individual y componentes de adecuacion como la sobrevivencia,

fecundidad, crecimiento y apareamiento.

A nivel individual o de poblacion, la AF ha sido reconocida como
herramienta importante en la investigacion con animales y en la conservacion, ya
que algunos trabajos realizados con peces, aves, ranas e incluso tortugas
dulceacuicolas muestran que en localidades perturbadas se observan mayores
niveles de AF que en localidades no perturbadas (Gallant y Teather, 2001;
Utayopas, 2001; Bustnes et al., 2002; Ayres-Fernandez y Cordero-Rivera, 2004;

Davis y Grosse, 2008).

Los factores que causan la AF pueden clasificarse en genéticos y
ambientales. Dentro de los factores genéticos se pueden reconocer al menos
cinco grandes categorias: la pérdida de variacidbn genética, la homocigosis, la

seleccién direccional, la hibridacion y las mutaciones. En cuanto a los factores
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ambientales, existe evidencia de que las temperaturas adversas, el estrés
nutricional, factores quimicos, la densidad poblacional, fragmentacion de habitat,
enfermedades, el ruido y muchos otros factores que causen algun tipo de estrés
durante el desarrollo, pueden provocar un aumento en la AF (Cuervo, 2000; Davis

y Grosse 2008).

Debido a que la inestabilidad en el desarrollo puede ser causada por
factores ambientales, la AF puede usarse como indicador del estado de los
ecosistemas (indicador de impacto de una gran variedad de agentes
contaminantes) y del estrés ambiental en muchos organismos, (Cuervo, 2000;

Ayres-Fernandez y Cordero-Rivera, 2004).

Recientemente los estudios sobre AF han cobrado una gran importancia.
Por un lado se estudian las diferencias entre especies o poblaciones, mostrando
unos valores mayores de asimetria aquellas que estan sometidas a mayores
niveles de estrés. Por otro lado se estudia si se presentan diferencias entre
individuos dentro de una poblacion, indicando la exposicién de los individuos a
agentes de perturbacion durante el desarrollo o su resistencia ante los efectos

perjudiciales de dichos agentes (Cuervo, 2000).

Dufour y Weatherhead (1998) realizaron un trabajo con aves y sugieren
que la simetria podria ser un indicador confiable de la calidad fenotipica y tal vez
genotipica, e incluso que la simetria podria ser un aspecto importante a considerar
en la seleccion sexual. Mgller y Pomiankowski (1993) proponen que si la simetria

fuese un indicador de calidad, los individuos simétricos serian mas exitosos que
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sus contrapartes asimeétricas en competencia intra-sexual, competencia por
oportunidades para la cépula, asi como en la competencia por otros recursos; por
lo que la simetria podria tener implicaciones evolutivas, y estar relacionada con la

estabilidad genética y la adecuacion.

Una anomalia muy comun en tortugas y que esta relacionada
directamente con la asimetria es la presencia de escudos extra, sea en el
caparazén o en el plastréon de los individuos, y existe evidencia de que ésto puede

ser causado por factores como por ejemplo contaminacién (Davis y Grosse, 2008).

Ayres-Fernandez y Cordero-Rivera (2004) realizaron un estudio de AF en
tortugas dulceacuicolas Emys orbicularis, de dos poblaciones de Esparfia, una
ubicada en un area altamente industrializada, mientras que la otra ubicada en un
area rural. Sus resultados muestran un mayor porcentaje de anomalias en los
escudos del caparazon, con escudos extra y asimétricos para los individuos de la

zona industrializada con respecto a aquellos de la zona rural.

Davis y Grosse (2008) realizaron un estudio de AF en tortugas
dulceacuicolas Trachemys scripta, de Georgia, Carolina del Sur, Carolina del
Norte, Florida y Alabama. Estos autores midieron el area de los seis pares de
escudos del plastron para generar estimadores de AF resultado de las diferencias
en el &rea de los escudos del lado derecho en relacién con los del lado izquierdo.
Los resultados mostraron que los estimadores de AF dependen del sexo, tamafio
y tipo de escudo (gular, humeral, pectoral, abdominal, femoral o anal). El sexo de

los individuos tiene una gran influencia para explicar mejor los valores de AF,
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encontrando que las hembras presentan escudos mas simétricos que los machos;
esto posiblemente debido a que las hembras tienen una tasa de crecimiento
absoluto mas rapido que la de los machos. Un crecimiento rapido en tortugas es
un indicador de crecimiento eficiente (mas simétrico) y con menores errores

bilaterales.
1.5 Escudos supernumerarios

Los escudos del caparazdn de las tortugas marinas son estructuras
epidérmicas queratinosas que crecen encima de los huesos del caparazén. Los
escudos pueden crecer de dos formas: aumentar de tamafio (area) en los
margenes, o bien el escudo entero aumentar en grosor. En la familia Cheloniidae
los margenes de los escudos del caparazén y las suturas de los huesos no estan

alineados unos con otros (Wyneken, 2004).

El arreglo tipico de placas en C. mydas consiste de una serie media
longitudinal de elementos impares, los escudos vertebrales, que a su vez estan
flanqueados a cada lado por una serie de escudos bilateralmente pareados, los
escudos costales, rodeados exteriormente por otra serie de escudos
bilateralmente pareados, los escudos marginales. Situados anteriormente entre el
primer par de escudos marginales esta el escudo nucal. Situado posteriormente
entre el Ultimo par de marginales esta un par de escudos supracaudales (Pritchard

y Mortimer, 2000; Ozdemir y Tiirkozan, 2006) (Figura 1).

El conteo de escudos supernumerarios asi como subnumerarios ha sido

observado en casi todas las especies de tortugas que poseen escudos. Entre las
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tortugas marinas el género Lepidochelys es el que presenta la mayor desviacion

del patron de escudos (Ozdemir y Tirkozan, 2006).

Figura 1. Rasgos morfolégicos externos (escudos) de la tortuga verde (Chelonia mydas) (tomado de Pritchard
y Mortimer, 2000).

Para el caso de tortugas marinas existen a la fecha pocos trabajos sobre

anomalias en el patron de los escudos (escudos supernumerarios).

Gadow (1899) (en Ozdemir y Tiirkozan, 2006) en su estudio con tortugas

caguama (C. caretta), menciona que los ejemplares adultos tienen una menor
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variacion que las crias de la misma especie en relacion a los escudos

supernumerarios.

Suganuma et al. (1994) realizaron un estudio de anormalidades en el
patrén de escudos del caparazon de crias, hembras y machos de tortuga verde (C.
mydas) en las islas Ogasawara en Japon. Estudiaron individuos adultos (1252
hembras y 661 machos) y crias de 232 nidos; 190 nidos fueron sembrados en
vivero y 42 fueron nidos naturales. Los autores observaron que de los nidos que
fueron sembrados en vivero, crias de 178 nidos (94%) presentaron escudos
supernumerarios; mientras que de los nidos naturales, crias de 28 nidos (67%)
presentaron escudos supernumerarios. En las hembras adultas observaron que
s6lo solo 63 (5%) de éstas presentaron irregularidades en el patrén de escudos.
Por otro lado, en los machos adultos observaron que 22 (3.3%) de ellos

presentaron escudos supernumerarios.

Bertolero (2000) realiz6 un estudio en la costa Catalufia, Espafa;
encontrando que soOlo uno de cuatro ejemplares adultos de tortuga verde (C.

mydas) presentd escudos extra.

Turkozan et al. (2001) realizaron un estudio con tortugas caguama (C.
caretta), en cinco playas de la Republica de Chipre y Turquia y observaron la

presencia de individuos con escudos subnumerarios y supernumerarios.

Estrades (2002) en Uruguay encuentra que de un total de 10lejemplares

adultos de tortuga verde (C. mydas), 4 presentaron escudos supernumerarios.
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Ozdemir y Turkozan (2006) analizaron el patrén de escudos del caparazén
de 718 crias de C. mydas de 2 playas diferentes de la Republica de Chipre y
encontraron que 290 crias (40.4%) presentaron variacion en el patron de escudos.

Las series de escudos mas variables fueron los vertebrales, costales y marginales.

Tirkozan y Yilmaz (2007) analizaron el patron de escudos del caparazon
de 1922 crias de C. caretta de la playa Dalyan, Turquia. Encontraron que 53 crias
(2.8%) presentaron variacion en el patron de escudos. Los escudos mas variables

fueron los vertebrales, costales y marginales.

Se ha propuesto que las desviaciones del patron de escudos se debe a
disturbios durante el desarrollo ontogenético, causado posiblemente por diferentes
factores ambientales como pueden ser variaciones de temperatura y del
suplemento de oxigeno durante la incubacion; también se propone que puedan
deberse al manejo de los huevos en una cierta etapa del desarrollo. Existe
evidencia que sugiere que diferentes factores ambientales pueden influir en la
variacion del patrén de escudos durante la incubacion (Ozdemir y Tirkozan, 20086,
Reid et al. 2009). Hill (1971, en Tiurkozan et al., 2001) menciona que en la tortuga
golfina (L, olivacea) el manejo de los huevos en un cierta etapa del desarrollo es

una fuente de variacion en el patron de escudos.
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2. OBJETIVOS

2.1 General

Determinar los patrones de simetria del caparazén que presentan
hembras adultas y progenies de la tortuga verde (C. mydas) de la costa

michoacana.

2.2 Particulares

1. Estimar la proporcion de individuos adultos y crias de la tortuga verde (C.

mydas) que presenten escudos supernumerarios.

2. Realizar un analisis individual y poblacional de morfometria geométrica de

la tortuga verde (C. mydas).

3. Evaluar los indices de asimetria que presentan los individuos de tortuga

verde (C. mydas).

3. HIPOTESIS

La seleccion natural actua eliminando la variacion no favorable durante
etapas tempranas de la vida. Por lo que los individuos adultos de la tortuga verde
(C. mydas) de la costa michoacana presentaran una menor variacion morfolégica

que las crias.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Trabajo de campo

La localidad de estudio fue la playa de Maruata en la costa michoacana.
Esta playa es estrecha de 2.3 km de longitud, localizada a los 18°16' de latitud
norte y 103° 20' de longitud oeste; limita al oeste con el rio Maruata o Coire, y al

este por el acantilado "Rincén Chiquero” (Figura 2).

Figura 2. Ubicacion del area de estudio.
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Durante la temporada de anidacion 2008-2009 se seleccionaron 645 crias
de 14 nidos sembrados en vivero (promedio = 47, variacion de crias entre nidos 11
a 79). Cada una de estas crias fue colocada sobre una superficie plana cubierta
con papel milimétrico (como escala de referencia) para posteriormente

fotografiarlas con una camara digital (Sony, 7.2 megapixeles, zoom Optico 3x).

En el campo se realiz6 el conteo de escudos nucales, centrales, costales
marginales y supracaudales del caparazon de 101 hembras anidadoras de la
temporada 2009-2010, para determinar si estos individuos presentaban escudos

extras.

4.2 Morfometria geométrica

El analisis morfométrico se basdé en marcas anatdmicas conspicuas y
reproducibles del margen del caparazon de las tortugas (“landmarks”). Con el
programa MakeFan6 de la serie IMP (“Integrated Morphometrics Package”)

(http://www?2.canisius.edu/~sheets/morphsoft.html) se generaron dos ejes de

simetria a partir de dos “landmarks”. El primero de ellos ubicado en la union del
segundo escudo central con el primero y segundo escudos laterales del lado
izquierdo; el otro ubicado en la posicion mencionada anteriormente pero del lado

derecho.

Las coordenadas (x, y) de un total de 17 “landmarks” fueron registrados
en la union de escudos marginales particulares y la union del eje de simetria con

el segundo escudo central, para cada imagen del caparazén de cada una de las
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tortugas utilizando el programa TpsDig (Rohlf, 2005). Dos “landmarks” adicionales

fueron colocados como escala de referencia sobre el papel milimétrico. (Figura 3).

Figura 3. Asignacion de ejes de simetria y “landmarks” (en verde) en fotografias digitales de crias de
Chelonia mydas.

Se realiz6 un andlisis de superimposicion de Procrustes para la
configuracién de los “landmarks” utilizando el programa CoordGen6 de la serie

IMP  (http://www?2.canisius.edu/~sheets/morphsoft.nhtml). ElI primer paso de la

configuracién de superimposicién de los “landmarks” es de dos dimensiones (X1 Y1,
X2 Y2..) Y €S una superimposicién generalizada de los minimos cuadrados de los
Procrustes, que permite minimizar las diferencias entre la configuracion de los
“landmarks” por medio de la traslacién, escalacion y rotacién para quitar toda
aquella informacioén que no esté relacionada con la forma, asi como para obtener

variables de la misma (distancias Procrustes) (Rohlf, 1990).

38



Las variables de la forma (distancias Procrustes) de cada individuo se
utilizaron para realizar un analisis de variables canonicas (CVA). El CVA es un
analisis multivariado que describe diferencias entre grupos (Zelditch et al., 2004).
4.3 Asimetria fluctuante

Para realizar este analisis se asignaron 22 “landmarks”, en la union de
escudos marginales particulares y la union del eje de simetria con los escudos
centrales utilizando el programa TpsDig (Rohlf, 2005). Dos “landmarks”
adicionales fueron colocados sobre el papel milimétrico como escala de referencia

(Figura 4).

Figura 4. Asignacion de “landmarks” (en amarillo) en fotografias digitales de crias de Chelonia mydas.

Los niveles individuales de asimetria fluctuante del caparazén de las
tortugas se obtuvieron utilizando el programa SAGE 1.0 (“Symmetry and
Asymmetry in Geometric Data”) (Marquez, 2006). Este software analiza las
coordenadas “x” y “y” de los 22 “landmarks” del caparazon de cada individuo,

utilizando un protocolo de configuracién que divide en dos lados el caparazén
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considerando un eje de simetria. El protocolo de configuracion utilizado en este
trabajo considera 7 pares de “landmarks” para estimar los niveles de AF. El
analisis de superimposicion de “procrustes” se realiza con la configuracion original
y la configuracion espejo de manera simultanea. Los minimos cuadrados de los
“procrustes” de las configuraciones de los “landmarks” y sus imagenes espejo son
la forma perfectamente simétrica; mientras que AF es la desviacion de la simetria
bilateral perfecta (Klingenberg y Mcintyre, 1998; Klingernberg et al., 2002). El
promedio cuadrado de las distancias “procrustes” de todos los ejemplares es la
contribucién individual al componente de AF de la variacion del caparazén dentro
de una muestra (Zelditch et al., 2004).

La asimetria fue analizada con un ANOVA factorial de los “procrustes” con

1000 permutaciones usando el Software SAGE (Marquez, 2006).

4.4 Escudos supernumerarios
Utilizando las fotografias digitales tomadas en campo, se realizé el conteo de
escudos nucales, centrales, costales, marginales y supracaudales de cada una de

las crias para determinar si las crias presentaban escudos extras.

4.5 Analisis estadisticos

Los andlisis de variables candnicas (CVA, por sus siglas en inglés) se

realizaron con el software JMP 6.0 (SAS Institute).
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5. RESULTADOS

5.1 Morfometria geométrica y asimetria fluctuante

Con respecto a la morfometria geométrica, el analisis de variables candnicas
muestra que existen diferencias significativas entre la forma del caparazén de las
crias de los 14 nidos analizados (Wilks"Lambda = 3.1987, p = 0.0001) (Figura 5);
mientras que el andlisis de variables candnicas realizado a crias con el patron
normal de escudos respecto a las crias con escudos supernumerarios mostro que
no existen diferencias significativas entre ambos grupos (Wilks'Lambda =
0.035328 , p = 0.9897) (Figura 6), lo que sugiere que los escudos de las crias con
escudos supernumerarios se encuentran arreglados de manera tal que no

modifican la forma del caparazon.
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Figura 5. Resultado del analisis de variables candnicas (CVA) realizado a crias de 14 nidos de Chelonia
mydas. Cada color corresponde a un nido diferente.
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Figura 6. Resultado del analisis de variables canénicas (CVA) realizado a crias de Chelonia mydas con el
patron normal de escudos (en azul) respecto a aquéllas con escudos supernumerarios (en rojo).

Figura 7. Resultado del andlisis de placas delgadas de las crias con escudos supernumerarios.
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Figura 8. Resultado del andlisis de placas delgadas de las crias con el patron normal de escudos.

El indice de asimetria fluctuante del caparazon de las crias promedio fue
de 0.00351081 (intervalo de variacidon de -0.20399506 a 0.150359484). Se
encontré que existen diferencias significativas entre la asimetria de las crias de los
14 nidos estudiados (F = 8.7482, P = 0.0001), debidas probablemente a factores

como efecto materno y diferencias microambientales (de incubacion).

No se encontraron diferencias significativas entre los valores de asimetria
de las crias con el patréon normal de escudos del caparazon respecto a aquéllas
con escudos supernumerarios (F = 3.2069, P = 0.9025). Lo que sugiere que

aungue los individuos presenten escudos supernumerarios no significa que dichos

individuos sean asimétricos.

43



5.2 Escudos supernumerarios

De las 101 hembras anidadoras, se observd que 43 (42.5%) presentan
escudos supernumerarios. Lo mas comun es que se presenten irregularidades en
el patron de distribucion de los escudos centrales. En la Tabla 1 se puede

observar como se presenta la distribucion de los escudos en las hembras adultas.

Tabla 1. Namero y distribucion de los escudos del caparazén de hembras adultas de Chelonia mydas de la
costa michoacana y su frecuencia (%). EI nimero de escudos se presenta en nimeros separados por un
guion cuando se refiere a la distribucion de los mismos en lado izquierdo- lado derecho. En negritas se resalta
el arreglo tipico de los escudos de acuerdo a la literatura.

Ndmero de

escudos N (%)
Nucal 1 98 (97.03)

2 3(2.97)
Centrales 5 74 (73.26)
6 26 (25.75)

7 1(0.99)
Costales 4-4 88 (87.12)

4-5 1(0.99)

5-4 4 (3.96)

5-5 3(2.98)

6-4 1 (0.99)

6-5 1(0.99)

6-6 2 (1.98)

6-7 1 (0.99)

Marginales 9-11 1(0.99)
11-11 87 (86.12)

11-12 5 (4.96)

12-11 5 (4.96)

12-12 2 (1.98)

13-12 1 (0.99)
Supracaudales 1-1 101 (100)
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Tabla 2. Namero y distribucion de los escudos del caparazén de crias de Chelonia mydas de la costa
michoacana y su frecuencia (%). El nimero de escudos se presenta en nimeros separados por un guion
cuando se refiere a la distribucion de los mismos en lado izquierdo- lado derecho. En negritas se resalta el
arreglo tipico de los escudos de acuerdo a la literatura.

Numero de
escudos N (%)
Nucal 1 627 (97.67)
2 14 (2.33)
Centrales 4 1(0.16)
5 435 (67.44)
6 181 (28.06)
7 23 (3.56)
8 4 (0.62)
9 1(0.16)
Costales 4-3 1(0.16)
4-4 499 (77.36)
4-5 33 (5.11)
4-6 6 (0.93)
5-4 42 (6.51)
5-5 37 (5.73)
5-6 3 (0.46)
6-4 6 (0.93)
6-5 10 (1.55)
6-6 5(0.78)
7-8 1(0.16)
8-8 1(0.16)
9-7 1(0.16)
Marginales 10-11 1(0.16)
11-11 620 (96.12)
11-12 4 (0.62)
12-11 5(0.78)
12-12 14 (2.16)
13-12 1(0.16)
Supracaudales 1-1 645 (100)
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Tabla 3. Distribucién de los escudos del caparazon de hembras adultas y crias de Chelonia mydas de la costa
michoacana y su frecuencia (%).El nimero de escudos se presenta en nimeros separados por un guion
cuando se refiere a la distribucion de los mismos en lado izquierdo- lado derecho. En negritas se resalta el
arreglo tipico de los escudos de acuerdo a la literatura.

No. de Hembras adultas Crias
Escudos % %
Nucal 1 97.03 97.67
2 2.97 2.33
Centrales 4 NP 0.16
5 73.26 67.44
6 25.75 28.06
7 0.99 3.56
8 NP 0.62
9 NP 0.16
Costales 4-3 NP 0.16
4-4 87.12 77.36
4-5 0.99 5.11
4-6 NP 0.93
5-4 3.96 6.51
5-5 2.98 5.73
5-6 NP 0.46
6-4 0.99 0.93
6-5 0.99 1.55
6-6 1.98 0.78
6-7 0.99 NP
7-8 NP 0.16
8-8 NP 0.16
9-7 NP 0.16
Marginales 9-11 0.99 NP
10-11 NP 0.16
11-11 86.12 96.12
11-12 4,96 0.62
12-11 4.96 0.78
12-12 1.98 2.16
13-12 0.99 0.16
Supracaudales 1-1 100 100
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De las 645 crias analizadas, 254 (40%) presentan escudos
supernumerarios (escudos extras). Lo mas comdn es que se presenten
irregularidades en el patrén de distribucion de los escudos centrales. En la Tabla 2
se puede observar como es la distribucién de escudos que presentan las crias. En
la Tabla 3 se pueden observar las distribuciones de escudos en hembras adultas y

crias.
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6. DISCUSION

6.1 Morfometria geométrica y asimetria fluctuante

La forma corporal puede influir en la supervivencia individual y la
adecuacion de los individuos. En el caso particular de las tortugas la morfometria
del caparazon ha sido utilizada para examinar los patrones de variacion entre y
dentro de poblaciones, realizar investigaciones sobre taxonomia y ecologia
adaptativa, para describir la distincidn entre especies muy cercanas o subespecies

(Myers et al., 2006; Paquette y Lapointe, 2007).

Existen pocos trabajos publicados sobre morfometria geométrica vy
simetria en tortugas, y éstos, se han realizado con tortugas dulceacuicolas. A la
fecha se desconoce la publicacion de trabajos sobre morfometria geométrica y

asimetria en tortugas marinas.

Las diferencias encontradas en forma del caparazon y asimetria entre los
diferentes nidos analizados en este estudio puede deberse a que los nidos son de
diferentes hembras (efecto materno). Las diferencias encontradas podrian ser
estadisticamente significativas pero biolégicamente no ser relevantes, es decir,

que toda esta variacion encontrada no afecte la supervivencia de los individuos.

Por otro lado, este trabajo mostr6 que las crias con escudos
supernumerarios no son significativamente diferentes, ni en forma ni en asimetria
del caparazén, de las crias que poseen el patron normal de escudos. Lo
mencionado anteriormente corrobora lo propuesto por Ewert (1979) y Wyneken
(2004) de que los margenes de los escudos del caparazon y las suturas de los
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huesos no estan alineados unos con otros y que por lo tanto, la presencia de

escudos supernumerarios en el caparazon no afecta la conformacion del mismo.
6.2 Escudos supernumerarios

Ewert (1979) menciona que las placas supernumerarias son relativamente
frecuentes para el orden Testudines. De acuerdo con el autor, este fenbmeno no
afecta la supervivencia de los individuos debido a que son anomalias de origen
genético o de embriogénesis. El fendmeno se denomina “Sindrome Dovetail” de
anomalias del caparazon. La presencia del mismo no afecta ni la conformacion ni

el nimero de las placas Oseas.

En el presente trabajo se estudiaron 101 hembras adultas y 645 crias de
14 nidos y se observd que el porcentaje de individuos adultos con escudos
supernumerarios es muy similar al porcentaje de crias con escudos
supernumerarios (42.5% y 40%, respectivamente), a diferencia de otros trabajos
mencionados anteriormente (Gadow, 1899 -en Ozdemir y Tirkozan, 2006-;
Suganuma et al.,, 1994) en donde se observa claramente que los individuos
adultos presentan una menor variacion en el patron de escudos. Se observé que
al igual que en trabajos realizados con anterioridad (Ozdemir y Tirkozan, 2006;
Turkozan y Yilmaz, 2007) los escudos mas variables en numero fueron los

vertebrales, costales y marginales.

Se considera que deberia incrementarse el nimero de muestra tanto de
crias como de individuos adultos, asi como realizar muestreos en diferentes

temporadas, para observar si se sigue conservando esta relacion.
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Por lo mencionado anteriormente, se puede observar que el hecho de que
se presenten crias con escudos supernumerarios aun no es claro, asi como
tampoco lo que pasa con éstas durante su crecimiento. Se considera que el
escenario ideal seria realizar un seguimiento de las crias hasta su estado adulto,
para estudiar qué sucede con aquellas que presentan escudos extras, para
corroborar si efectivamente, como menciona Ewert (1979), la presencia de
escudos supernumerarios no afecta, por ejemplo la capacidad de nado y la

supervivencia de estos individuos.

De acuerdo con Ewert (1979) el patron de escudos del caparazén debe
también tener un periodo critico de diferenciacion asi como lo tiene la
diferenciacion gonadal en las tortugas en el segundo tercio del periodo de
incubacion. Mast y Carr (1989) mencionan que el manejo de los huevos después
de la oviposicion tiene un efecto marcado en la variacion del patrén de escudos;
por lo tanto, los autores opinan que la translocacion e incubacién artificial de los
huevos de tortuga marina deberia de ser evaluado en lo que se refiere a sus
posibles efectos en la viabilidad de las crias. Cuando el mecanismo de las
anormalidades de escudos del caparazon sea mejor entendido podria ayudar a la
biologia de la conservacion ya que seria un elemento adicional en el marco de
riesgo por depredacién de saqueo. En el caso particular de este trabajo no se
cuenta con datos de nidos naturales. Se considera que seria un aspecto muy
importante a explorar en un futuro para investigar si en nidos que sufren de algin
tipo de manejo después de la oviposicidon, se incrementa el porcentaje de

anormalidades en el patron de escudos de las crias.
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CAPITULO Il

PATERNIDAD MULTIPLE Y ADECUACION DE Chelonia mydas

1. INTRODUCCION

1.1 Sistema de apareamiento

Las tortugas marinas presentan un sistema de apareamiento poliandrico.
Este es un sistema en el cual una hembra se aparea con mas de un macho
durante el periodo de reproduccién (lo que puede o no traducirse en paternidad
multiple) manteniendo de esta manera una mayor variabilidad genética en
comparacién con especies que presentan un sistema de apareamiento monégamo
(Hoekert et al., 2002).

El comportamiento polidndrico que presentan las tortugas marinas puede
ser explicado de acuerdo con ciertas caracteristicas bioldgicas de las mismas,
como son: i) los machos no protegen un territorio, ii) no exhiben cuidado parental,
i) no hay monopolizacion de recursos que sean atractivos para las hembras
(alimento, sitios de anidacion, refugios), iv) no hay evidencia de un regalo nupcial,
v) los machos Unicamente ofrecen la copula, la cual se presenta en funcién de la
disponibilidad de machos para las hembras, la receptividad y el proceso de
eleccion de los machos por parte de las hembras (Chassin, 2004; Zbinden et al.,
2007). Existe una hipétesis alterna que explica que el comportamiento poliandrico
de las tortugas marinas es el resultado de la presion que ejercen los machos
durante la copula. En este escenario, la hembra cede a copular cuando su costo

energético es menor que el de la resistencia (Lee y Hays, 2004).
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En Michoacan durante la temporada de anidacion (septiembre a enero de
cada afio) puede estudiarse la conducta reproductiva de C.mydas frente a las
playas de anidacion. Las hembras adultas se observan flotando en la superficie
por largos periodos en los que se van agregando varios machos adultos, hasta
gue uno tiene acceso a la copula. A los machos que acompafian a una mancuerna
(pareja copulando) se les denomina satélite y se encuentran cerca de la pareja
compitiendo por el acceso a la copula e interfiriendo con los que se encuentran en
la mancuerna para intentar desplazarlos (Martinez, 2003). Se han registrado
hasta diez machos cortejando una hembra hasta que uno de ellos logra la copula

(Martinez, 2003), aunque puede haber hasta cuarenta (Figueroa com. pers.).

Los machos satélite realizan conductas de interrupcion de la mancuerna,
como morder las aletas tanto a los machos como a las hembras que estan
copulado, nadar alrededor y por debajo de la mancuerna, intentan desmontar al
macho de la mancuerna y tiene enfrentamientos con el macho que se encuentra
montado en la hembra (Martinez, 2003). Este proceso puede prolongarse por mas
de 50 minutos, con una relacion inversa entre el numero de machos involucrados

en el cortejo y la duracion de la cépula (Martinez, 2003).

Para el género Chelonia se han observando diferentes pautas de cortejo y
apareamiento (Alvarado y Figueroa, 1991; Martinez, 2003), que se pueden

sintetizar en cuatro grandes actividades:

l. Blsqueda y deteccion de hembras: el macho nada superficialmente
buscando una hembra para cortejar, la aproximacion inicial del macho

se realiza por lo general bajo el agua.
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Contacto visual hembra-macho: al inicio del cortejo se da una
aproximacion entre macho y hembra encarandose, el macho se
sumerge y tras unos segundos reaparece de frente a la hembra.
Posteriormente el macho nada superficialmente en torno a la hembra
tratando de colocarse en la parte posterior para realizar la monta. En
algunos casos la hembra se sumerge antes de que el macho
reaparezca como forma de rechazo de la copula.

Contacto fisico con la hembra: en ocasiones el macho nada por
debajo de la hembra tocando el plastron con el caparazon tratando
quizé de establecer la condicién de reproduccion de la hembra; si la
hembra continua encarandolo tras varias vueltas el macho acepta el
rechazo y se retira. En ocasiones el macho intenta montar a la
hembra de frente, la cual adopta una posicién vertical de rechazo, a la
cual el macho por lo generar desiste tras el primer intento. En
ocasiones si la hembra no cede el macho le muerde las aletas y el
cuello para estimularla sexualmente.

Monta y penetracion: la hembra y el macho salen a la superficie
colocandose el macho sobre la regién dorsal del caparazén de la
hembra en la misma direccién sujetdndose a la hembra con la ufia
gue presentan en cada una de las aletas anteriores. Cuando se
presenta Unicamente un macho al momento del cortejo la mancuerna
se mantiene hasta 54 minutos y conforme aumenta el nimero de

machos el tiempo de mancuerna se reduce (Martinez, 2003).
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En la poblacion de C. mydas que anida en Michoacan, una vez llevada a
cabo la copula, las hembras salen a las playas de anidacion a ovipositar un
promedio de 65 huevos por nido (intervalo de 1 a 130), con un promedio de tres
nidos por temporada (intervalo de uno a nueve), con un periodo inter-anidatorio
de 12 a 14 dias, durante el cual puede observarse a las hembras copulando.
Tienen un periodo de remigracion entre areas de alimentacion y areas de
reproduccion de tres afios en promedio (intervalo de uno a cinco afos) (Alvarado y
Figueroa, 1990; 1992). La incubacion optima de los huevos ocurre entre los 30 y
32°C y con cada grado de diferencia, se acelera o se retarda dos o tres dias el
momento en el que ocurre la eclosion. La eclosion de las crias ocurre entre 48 y
55 dias después de la oviposicion, a continuacion adoptan un habitat epipelagico
hasta alcanzar el estadio juvenil. Una vez alcanzado este estadio, migran hacia las
areas de alimentacién donde permaneceran hasta alcanzar la madurez sexual. Al
intervalo de tiempo, entre el estadio juvenil y el adulto se le conoce como el “afio
perdido”, debido a la falta de informacion que se tiene al respecto (Figura 1). Se
tiene documentado que los ejemplares de C. mydas que anidan en las costas de
Michoacén realizan migraciones hacia areas de alimentacion localizadas en el
Golfo de California y Costa Rica (Alvarado y Figueroa, 1991; Marquez, 1996;

Seminoff et al., 2002).
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Figura 1. Ciclo de vida generalizado de la tortuga marina Chelonia mydas (Tomado de Chassin, 2004).

En tortugas marinas, la frecuencia de apareamientos multiples puede
variar entre las especies e incluso dentro de las poblaciones de la misma especie
dependiendo de las condiciones ecoldgicas de cada localidad (anidacién en
arribada en contraste con anidacién en solitario) donde la densidad poblacional
juega un papel importante en la frecuencia de paternidad mdultiple (Jensen et al.,
2006). La paternidad multiple también puede verse influenciada por factores tales
como el comportamiento de apareamiento, el ciclo reproductivo, el tiempo en el
cual la hembra esta receptiva, la habilidad de los machos de inseminar a las
hembras no receptivas, el tamafio poblacional asi como la proporcién de sexos en
el area de reproduccion (Fitzsimmons, 1996). La anidacion en arribada es una
conducta de anidaciéon masiva (cientos o incluso miles de hembras) y sincrénica
que se observa en algunas poblaciones de tortuga golfina (L. olivacea) y de

tortuga lora (L.kempii); mientras que la anidacion en solitario se presenta en el
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resto de las especies de tortugas marinas, es asincronica y con menor densidad

de hembras anidadoras (Jensen et al., 2006).

En afos recientes se ha investigado la incidencia de paternidad multiple
en tortugas marinas de las familias Cheloniidae y Dermochelydae mediante el uso
de microsatélites (Hoekert et al.,2002) (Tabla 1). Los analisis de paternidad en
nidos de tortuga marina pueden revelar aspectos fundamentales de la biologia
poblacional de las mismas. Algunos estudios sugieren que la paternidad mdultiple
puede ser afectada por procesos de seleccion postcopulatoria tales como: la

eleccion femenina criptica y la competencia espermatica (Pearse y Avise, 2001).

1.2 Analisis moleculares en estudios de paternidad

Actualmente muchos estudios sobre conservacion biolégica se basan en
analisis genéticos, particularmente los marcadores moleculares de ADN. Entre
estos marcadores destacan los microsatélites o “short-sequence tandem repeat”
(SSRT, por sus siglas en inglés) (Aranguren-Méndez et al., 2001). Debido a su alto
polimorfismo, los microsatélites son considerados como los marcadores genéticos
mas adecuados para realizar andlisis de variabilidad genética a nivel poblacional.
Asi como también andlisis de paternidad y de relaciones de parentesco (Morera et

al., 1999).

Los microsatélites son segmentos cortos de ADN de 2 a 6 pares de bases
(pb), que se repiten en tandem y estan flanqueados por secuencias conservadas.
Los microsatélites se distribuyen aparentemente de forma aleatoria en el genoma

de casi todos los seres vivos, tienen un numero variable de copias que oscilan
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entre 20 y 300 pb y que pocas veces incluyen mas de 70 repeticiones (Tautz,

1989; Morera et al., 1999).

Tabla 1. Algunos trabajos realizados sobre paternidad multiple (PM) en tortugas marinas de las familias
Cheloniidae y Dermochelydae (modificada de Moore y Ball, 2002).

%PM
Especie (Nidos) Localidad Referencia
3% (22) Queesland, Australia FitzSimmons, 1998
Chelonia mydas
100% (3) Isla Ascencién, Reino Unido Ireland, 2003
75% (16) Michoacan, México Chassin, 2004
60% (18) Isla Ascencidn, Reino Unido  Lee y Hays, 2004
100% (2) Michoacan, México Lara-De La Cruz et al.
2010
100% (5) Michoacan, México Nieto-Ortiz, 2010
83% (6) Michoacan, México Este trabajo
Caretta caretta 33% (45) Queensland, Australia Harry y Briscoe, 1988
33% (3) Melbourne Beach, FL, USA  Bollmer et al., 1999
31% (70) Melbourne Beach, FL, USA  Moore y Ball, 2002
93% (15) Zakynthos,Grecia Zbinden et al., 2007
Dermochelys coriacea 0% (4) St. Croix, USVI Dutton y Davis, 1998
0% (4) St. Croix, USVI Dutton y Davis, 1998
0% (2) Guanacaste, Costa Rica Rieder et al., 1998
10% (50) Playa Grande,Costa Rica Crim et al., 2002
Lepidochelys kempii 56% (35) Tamaulipas, México Kichler et al.. 1999
Lepidochelys olivacea 25% (8) Galibi , Suriname Hoekert et al., 2000
20% (10) Galibi, Suriname Hoekert et al., 2002
100% (4) Oaxaca, México Cortés, 2006
92% (13) y Ostional y Playa Hermosa, Jensen et al., 2006
30% (13) Costa Rica
Natator depressus 67% (9) Queensland, Australia Theissinger et al. 2009
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La mayoria de los microsatélites que han sido encontrados en eucariontes
estan representados por repeticiones de mononucleétidos (e. g. A) y dinucleétidos
(e. g. AC) y se localizan frecuentemente en zonas intergénicas e intrones (Gabor

et al., 2000).

Por lo mencionado anteriormente, no tienen alta incidencia en la
codificacion de la sintesis proteica pero si participan en otras funciones como la
organizacion de los cromosomas; la regulacibn de procesos como la
recombinacion, replicacién y ciclo celular, asi como en la regulacién de la actividad
génica en la transcripcion y traduccién. Algunos estudios sugieren que el cancer y
otras enfermedades genéticas son producto de la inestabilidad que presentan los

microsatélites (Goldstein y Schlotterer, 1999).

Una ventaja que tienen los microsatélites sobre otros como los RFLP y los
RAPD, radica en que son abundantes y estan distribuidos regularmente en el
genoma, se heredan de forma codominante, poseen alto polimorfismo, presentan
herencia mendeliana simple y son faciles de detectar mediante amplificacion por

PCR (Cheng y Crittenden, 1994).

FitzSimmons y colaboradores (1995) realizaron un trabajo para determinar
los loci de microsatélites que pudieran encontrase en especies de tortugas
marinas teniendo como base que el uso de las secuencias de microsatélites en
varias especies depende de la conservacion de sitios cebadores dentro de las
secuencias que las flanquean, las cuales facilitan la amplificacion y se mantienen

en arreglos repetidos suficientemente largos para promover polimorfismo. Estos
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autores llegaron a la conclusion de que estos loci se han conservado en las
tortugas marinas durante mas de 300 millones de afios de evolucion. Actualmente
ya se cuenta con varios pares de oligonucleotidos para el estudio de loci de
microsatélites de especies de ambas familias de tortugas marinas (FitzSimmons et
al., 1995; Kichler et al., 1999; Crim et al., 2002; Aggarwal et al., 2004) que se han
empleado principalmente para la determinacion de la frecuencia de paternidad

multiple (Tabla 1).

1.3 Anatomia genitourinaria

El sistema genitourinario de las tortugas marinas se conforma por los
rifones, los uréteres, las gonadas y sus conductos, la vejiga urinaria y los
derivados de la papila genital (pene o clitoris) en el piso de la cloaca. Las gonadas
(ovarios o testiculos) son las estructuras reproductoras que producen gametos, y
sus conductos transmiten los huevos o los espermatozoides a la cloaca (Figura 2)

(Wyneken, 2004).

Las gbénadas en ambos sexos se sitian de manera dorsal en la cavidad
corporal, posterior a los pulmones y ventral a los rifiones y a la pared peritoneal. El
tracto reproductor de las hembras se compone de un par de ovarios y oviductos
(también llamados conductos de Mdller). El ovario y el oviducto cambian en
tamafio y composicion tanto con la edad como entre las temporadas reproductivas

y no-reproductivas (Wyneken, 2004).

El oviducto en tortugas inmaduras es un tubo de paredes delgadas. A
medida que las hembras van madurando, las paredes se vuelven mas gruesas y el

lumen crece en diametro. Cuando el oviducto esta inactivo, tiene apariencia de
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estar doblado por toda su longitud. El oviducto puede describirse funcionalmente
(pero no estructuralmente) en cinco regiones: ostium (abertura con forma de
embudo que recibe los foliculos liberados por el ovario, es aplanado cuando esta
inactivo y se encuentra en la parte proximal del oviducto), segmento no-glandular,
magnum, glandula de calcificacion y vagina. El ostium tiene paredes delgadas por

toda la vida de la tortuga pero crece en tamario (Figura 3) (Wyneken, 2004).

Figura 2. Diagrama del sistema genitourinario de tortuga marina (tomado de Wyneken, 2004).

Figura 3. Oviducto maduro de una tortuga marina (tomado de Wyneken, 2004).
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El oviducto de las hembras maduras es musculoso y movil. Se asume que
el ostium migra a lo largo de la superficie del ovario, colectando los foliculos
ovulados. Durante la preparacion para anidar, una postura entera de foliculos
maduran y son ovulados en conjunto. Una vez que llegan al ostium, cada foliculo
pasa por el segmento no-glandular y entra al magnum (region glandular anterior)
donde se une con los gametos masculinos y recibe las capas de albumina. Al cabo
de aproximadamente tres dias, los foliculos pasan a la glandula de calcificacion
donde se secreta la capa de proteina y carbohidratos (corion) y la matriz de
aragonita de la cascara. El proceso de calcificacion dura entre seis y siete dias. De
este modo, los huevos pasan a la vagina, donde permaneceran hasta su
deposicion varios dias mas tarde. Durante el desove, el oviducto posterior deja
pasar los huevos a la cloaca, de donde caen al nido. En tortugas que estan

anidando la cloaca forma un orificio tubular (Wyneken, 2004).

1.4 Almacenamiento de semen y paternidad multiple

El almacenamiento de semen se define como la retencion de los
espermatozoides dentro del tracto reproductivo por largos periodos de tiempo. Las
aves y los reptiles son los dos grupos de vertebrados que particularmente
muestran altas frecuencias de almacenamiento de semen. La duracion del
almacenamiento de semen en los reptiles es muy variable, pero en comparaciéon
con las aves, puede ser un poco mas prolongada. En aves fluctia entre 6 y 42
dias; mientras que para algunos reptiles como la lagartija Uta stansburiana
(Cuellar, 1966 en Gist y Congdon, 1998) y la serpiente Acrochordas javanicus se

ha estimado que es de tres meses y siete afos, respectivamente (Cuellar, 1966 y
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Mangusson, 1979 en Gist y Congdon, 1998). Existe poca evidencia documentada
sobre la importancia que tiene el almacenamiento de semen en la reproduccion de

los reptiles. (Gist y Congdon, 1998).

Birkhead y Mollar (1993) sugieren que el almacenamiento de semen es
obligatorio para aquellas especies que presentan ciclos reproductivos asincronicos
en machos y hembras, lo que les permite que la cOpula sea asincronica con la
fertilizacion. El almacenamiento de semen también puede ser una ventaja debido
a que extiende el periodo reproductivo en las hembras, asi como también
contribuye a la competencia espermatica (el encuentro del semen de 2 60 mas
machos dentro del tracto reproductor de la hembra) y/o a la paternidad multiple
dentro de una misma progenie (fertilizacion de los huevos de un mismo nido en
una temporada reproductiva por gametos de dos o0 mas machos). Se sugiere que
también disminuye el riesgo de depredacién reduciendo la frecuencia de cépula y
que ademés garantiza la fertilizacion en caso de no encontrar pareja para

aparearse debido a una baja densidad poblacional.

Se sabe que las tortugas marinas tienen la capacidad potencial de
almacenar semen en sus oviductos en la region conocida como magnum, asi
como en las zonas aglandulares de la porcién inicial del oviducto, donde tiene
lugar la fecundacion. A la fecha no se ha documentado que hembras de tortugas
marinas almacenen semen entre distintas temporadas reproductivas pero se
sugiere que almacenan solo el de una temporada de anidacién (Lutz y Musick,

1997; Chassin, 2004).
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A pesar de que en el tracto reproductivo no se han observado tubulos para
el almacenamiento de semen, como ocurre en el caso de tortugas dulceacuicolas,
hay evidencias que sugieren que si ocurre en la tortuga verde (C. mydas), la
tortuga lora (Lepidochelys kempii) y la tortuga golfina (L. olivacea) (Gist y

Congdon, 1998, Pearse y Avise, 2001; Chaves et al., 2000; Chassin, 2004).

A partir de un analisis de paternidad multiple de dos nidos de C .mydas, de
la localidad de Colola, Michoacan, se plantea que no se presenta evidencia de
estructuras anatomicas o funcionales en el oviducto, que permitan el
almacenamiento de semen en distintos segmentos e impidan la mezcla del semen

de los machos involucrados en la copula (Lara-De La Cruz et al., 2010).

La paternidad multiple estd ampliamente distribuida en reptiles, sin
embargo las causas y factores que determinan su presencia y variacion aun no
estan bien entendidas. Ademas la paternidad es un componente importante del
sistema de apareamiento genético y puede brindar una vision del sistema de

apareamiento social de las especies (Refsnider, 2009).

De acuerdo con Soulé (1980) la diversidad genética puede afectar la
capacidad de adaptacion de las poblaciones; por lo tanto, la presencia o la
ausencia de paternidad mudltiple tiene implicaciones importantes para la
conservacion de las tortugas marinas, ya que podria afectar los niveles de
variacion genética de cada nidada. Es decir, se esperaria que a mayor frecuencia

de paternidad multiple mayor seria la diversidad genética de la progenie.
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Debido a la variacion en la frecuencia de paternidad mdiltiple se ha
intentado establecer su importancia en términos de adecuacion. Lee y Hays,
(2004) plantean que no existe relacion positiva entre la frecuencia de paternidad
multiple de un nido y la capacidad reproductiva de las hembras evaluada con el
tamafo de nidada, porcentaje de eclosion y porcentaje de supervivencia de la

progenie.

Por su parte, Zbinden y colaboradores (2007) realizaron un estudio con
tortuga caguama (C. caretta) y concluyeron que existe una correlacion positiva
entre el nimero de machos involucrados en la fertilizacion de un nido y el tamafio

de la hembra.

Actualmente se desconoce el por qué de la variacion en la frecuencia de
paternidad multiple y su relacion con la adecuacion principalmente en las crias.
Sin embargo, se puede proponer que por la inversion energética que se destina a
la reproduccion es poco probable que la frecuencia de paternidad mdultiple sea un
proceso determinado por azar. Una manera de demostrar esta idea es evaluando
ventajas y desventajas en las progenies de nidos con distintos niveles de
paternidad multiple, por medio de un andlisis minucioso de medidas indirectas de

adecuacioén entre crias (e.g. peso, longitud, simetria, velocidad de incorporacién).

1.5 Estimadores indirectos de adecuacion

Estimar la adecuacion de las tortugas marinas, en alguno de sus dos

componentes (éxito reproductivo y supervivencia), es complicado debido al tiempo
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generacional tan largo. Sin embargo, es posible hacer aproximaciones indirectas

en crias y adultos a partir de parametros como: tamafo, peso, vigor y simetria.

Dufour y Weatherhead (1998) realizaron un trabajo con aves y sugieren
que la simetria podria ser un indicador confiable de la calidad fenotipica y tal vez
genotipica, y que la simetria podria ser un aspecto importante a considerar en la
seleccion sexual. Varios estudios han descrito una correlacion positiva entre
simetria individual y componentes de adecuacibn como la sobrevivencia,
fecundidad, crecimiento y apareamiento. Un tipo particular de asimetria, la
asimetria fluctuante, ha sido reconocida como herramienta importante en la
investigacion con animales y en la conservacion, tanto a nivel individual o de

poblacién (Oxnevad et al., 2002; Davis y Grosse, 2008).

La habilidad de incorporacién sobre su propio caparazon, es un comportamiento
de las crias de tortugas acuaticas que puede estar relacionado con su
supervivencia, debido a que puede incrementar considerablemente su exposicion
a los depredadores o a la deshidratacion. Por lo tanto es un componente

importante de adecuacion de las mismas (Delmas et al. 2007).

Delmas y colaboradores (2007) proponen que la humedad y temperatura
en el periodo de incubacion, tamafio e identidad materna afectan esta capacidad
de incorporacion. En general se asume que el funcionamiento locomotor refleja en

cierta manera la adecuacion o el desempefio individual de los organismos.
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2. OBJETIVOS
2.1 General

Evaluar el efecto de la paternidad multiple sobre la adecuacién de las hembras y la

progenie de la tortuga verde (C. mydas) de la costa michoacana.

2.2 Particulares

1. Evaluar la frecuencia de paternidad mdultiple de C. mydas y su impacto
sobre la capacidad reproductiva de las hembras.

2. Establecer la relacion entre la frecuencia de paternidad mudltiple y los
siguientes estimadores indirectos de adecuacién de la progenie: tamafio,
velocidad de incorporacion, peso y simetria.

3. Inferir la presencia de estructuras morfolégicas o funcionales que permitan
la eleccion criptica a partir del patron de fertilizacion en nidos con

paternidad multiple de C. mydas.

3. HIPOTESIS
El presente trabajo considera tres hipotesis:

1. La variacién en la frecuencia de paternidad mdltiple no tiene efecto sobre la
capacidad reproductiva de las hembras de C. mydas, por lo que no se
encontrara relacién entre la frecuencia de paternidad multiple y el tamafio de

nido y/o porcentaje de eclosion.
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2. Con la presencia de paternidad multiple se espera que exista una relacion
directa entre el numero de progenitores involucrados en fertilizar una
progenie y la variacion de la misma en valores de estimadores indirectos de
adecuacion.

3. Un patron de fertilizacion ordenado en la progenie evidencia que las
hembras tienen estructuras morfolégicas o funcionales que les permiten el
almacenamiento de semen, sin mezclarse, de los distintos machos

involucrados en la copula.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Trabajo de Campo

Para el desarrollo de este trabajo se contdé con un permiso de colecta
cientifica expedido por la Direcciéon General De Vida Silvestre INE SEMARNAT el
dia 06 de agosto de 2008 (Oficio Num. SGPA / DGVS / 05134/08).

El trabajo de campo tuvo lugar durante los meses de septiembre a
noviembre de 2008, en la playa de Maruata, Michoacan. Se realizaron recorridos
nocturnos a lo largo de la playa, colectdndose nidos completos de seis hembras
anidadoras. Los huevos colectados fueron transportados y sembrados en vivero
conservando el orden en que fueron depositados por la hembra y siguiendo las
recomendaciones de Mortimer (2000).

De seis hembras se tomd muestra de sangre para analisis genéticos. Se
registro el largo curvo del caparazén (LCC), asi como el tamafio de nidada y
porcentaje de eclosién de cada nido, para analizar si existe relacion entre el
namero de machos que fertilizan un nido y la capacidad reproductiva de las
hembras.

Se increment6 el muestreo con muestras de sangre de otras 39 hembras
anidadoras distintas para realizar un analisis de distribucion de frecuencias alélicas
de la poblacién. Las muestras de sangre se colectaron siguiendo el protocolo
descrito por Owens y Ruiz (1980), el cual no compromete la integridad de los
individuos. De estos ejemplares se colectaron entre 500 y 1000 pl de sangre
empleando una jeringa estéril de 5ml con aguja de 18-2 2x 38mm. La sangre fue

colocada en viales de plastico de 1.5ml y suspendida en una solucion
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amortiguadora litica (100mM Tris-HCI (pH 8), 100mM EDTA (pH8), 10mM NacCl,
2% SDS; Dutton, 1997), la cual permite el almacén de las muestras por un periodo
de seis meses a temperatura ambiente sin degradacion del ADN. En el laboratorio

las muestras se almacenaron a -70°C para su posterior analisis.

Para la colecta de las muestras en las crias se siguié el protocolo arriba
mencionado. De cada cria se tomaron de 5 a 20 pl de sangre de las crias. Ademas
de los ejemplares que se encontraron muertos, se colectaron fragmentos de tejido
(piel o muasculo) de aproximadamente 0.5 g y se preservaron en una solucion

saturada sal-DMSO en un volumen que cubriera toda la muestra (Dutton, 1997).

De las crias vivas se obtuvieron los siguientes datos como estimadores de
vigor: peso (balanza granataria, precision 0.0001g), tiempo de incorporacion (las
crias se colocaron dorsalmente y se midié con crondmetro el tiempo que tardaron
en voltearse boca abajo), cada ejemplar fue fotografiado (camara digital Sony, 7.2
megapixeles, zoom Optico 3x) para el posterior analisis de morfometria geométrica,

simetria y conteo de escudos.

4.2 Extraccion de ADN

Para la extraccion del ADN se utiliz6 el protocolo de extracciéon de ADN
modificado de Leford y Douglas (1999). De a cuerdo a este protocolo se colocaron
50 pl de sangre de cada muestra en un vial de 1.5 ml de capacidad. Se afadieron
160 pul de solucion CTAB (1ml Tris-HCI 1M, 4.5 ml agua destilada, 200 mg CTAB,
2.8 ml NaCl 5 M, 400 mg PVP-40, 50 mg acido ascoérbico, 50 mg DIECA, 100 ul 2-

Mercaptoetanol) se mezcld en vortex durante diez segundos. Se afadieron 400 pl
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de solucién Della Porta (1 ml Tris 1M, 1 ml EDTA 0.5 M, 1 ml NaCl 5 M, 6.9 m|
agua destilada, 100 pl 2-Mercaptoetanol)se agitd en un vortex por diez segundos.
Se afiadieron 100 ul de SDS al 20%, se agitdé en vortex durante diez segundos
hasta obtener una consistencia homogénea y liquida. Se incub6 en bafio maria a
65 °C durante treinta minutos en agitacion. Se centrifugd durante cinco minutos a
12,000 rpm, se transfirio el sobrenadante a viales nuevos. Se afiadieron 500 ul de
fenol equilibrado a pH 8, se agitd en vortex durante diez segundos, se centrifugo
diez minutos a 12,000 rpm. Se transfirio el sobrenadante a viales nuevos, se
afadieron 500 pl de cloroformo, se agitdé en vortex diez segundos y se centrifugo
diez minutos a 12,000 rpm. Se transfiri6 el sobrenadante a viales nuevos, se
afadieron 600 ul de isopropanol a -2°C, se agitdé suavemente por inversién y se
incub6é a -20°C durante dos horas o toda la noche. Se centrifugd durante diez
minutos a 12,000 rpm y se desechd el sobrenadante. Se secé la pastilla de ADN
durante treinta minutos a temperatura ambiente. Se resuspendio la pastilla de ADN
en 10 ul de agua desionizada estéril. Se tomaron 2 ul de ADN y se corrieron en un
gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio, finalmente se visualizd la

presencia del ADN en un transiluminador de luz ultravioleta.

4.3 Amplificacidn de regiones microsatélite

Se realizd la amplificacion de tres loci de microsatélite con la técnica de
PCR Multiplex. Los oligonucleodtidos utilizados fueron: CM84 y CM3 disefiados
para la tortuga verde (C. mydas); CC117 disefiado para la tortuga caguama

(Caretta caretta); (FitzSimmons et al., 1995; Fitzsimmons, 1997) (Tabla 2).
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Las reacciones de amplificacion tuvieron un volumen final de 5 ul y se
realizaron en un termociclador “GeneAmp PCR System 2700 (Applied
Biosystems)”. Las concentraciones de los reactivos utilizados fueron las siguientes:

QIAGEN PCR Master Mix 1X, primer mix 0.2 uM y ADN 20 — 200 ng.

El ciclo de PCR usado para la amplificacion de los loci de microsatélite
consistié en: (1) 95 °C por 15 minutos, (2) 94°C por 30 segundos, (3) 57°C por 90
segundos, (4) 60 °C por 60 segundos y (5) 72 °C por 30 minutos (del paso 2 al 4 se

repite 40 veces).

Tabla 2. Oligonucleétidos empleados en la amplificacion de microsatélites.

Oligonucleotido Secuencia (5’ a 3') Tamafio (bp) Fluoréforo

CM84 TYgTTTTgACATTAgTCCAQQgATTg 319- 355 VIC (Verde)
ATTQTTATAgCCTATTgTTCAgQgA

CM3 AATACTACCATgAgATgggATgTg 138-202 VIC (Verde)
ATTCTTTTCTCCATAAACAAggCC

CC117 TCTTTAACQTATCTCCTgTAQCTC 228-266 PET (Rojo)

CAgTAgTgTCAgTTCATTQTTTCA

Para evaluar la eficiencia de la amplificacion se corrieron 2 ul del producto
de PCR en geles de agarosa al 1.5% tefidos con bromuro de etidio y se
visualizaron bajo un transiluminador de luz ultravioleta. Se utilizé el marcador de
peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder para refenciar el tamafio d elos fragmentos

amplificados.
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4.4 Obtencion de Genotipos

La electroforesis para separar los fragmentos amplificados se realizé en
un secuenciador automético ABI PRISM 310 Genetic Analyzer utilizando el

software 310 Data Collection version 3.1.0 (Applied Biosystems).

Los electroferogramas obtenidos se analizaron con el software Peak
Scanner (Applied Biosystems). Con este programa se puede identificar el tamafio
de cada loci por medio de picos de cada uno de los alelos (materno y paterno) de

la progenie.

Para la inferencia de los genotipos paternos, asi como para establecer el
valor de la probabilidad de deteccion de paternidad mudltiple, se empled el
programa GERUD 2.0 (Jones, 2005) que permite determinar el nUmero minimo de
machos que contribuyen en la progenie, asi como reconstruir los genotipos
paternos basandose en la distribucion de frecuencias alélicas por locus de

marcadores codominantes polimorficos.

4.5 Morfometria geométrica, Asimetria  Fluctuante y Escudos

supernumerarios

Los andlisis de morfometria geométrica, asimetria fluctuante y escudos
supernumerarios se realizaron con los métodos descritos en el capitulo | de este

documento.
4.6 Analisis estadisticos

Los andlisis de varianza, de variables canodnicas asi como de
correlaciones lineares se realizaron con el software JMP 6.0 (SAS Institute).
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5. RESULTADOS
5.1 Extraccion de ADN y PCR de loci de microsatélite

Se realizé la extraccion satisfactoria de ADN total de 45 muestras de
hembras anidadoras y 348 muestras de crias de seis nidos (sangre y tejido). De
estas Ultimas, se obtuvo el genotipo con 3 loci para 22 crias en promedio de seis

nidos (rango = 12-34) (Figura 4).

M H1 H2 H3

400 bp
300 bp

200 bp

CVi84

cC117
cm3

100 bp

Figura 4. Amplificacion de microsatélites de muestras de hembras anidadoras con la técnica de PCR
Multiplex.

5.2 Frecuencias alélicas y paternidad multiple

Se encontro que los tres loci de microsatélite utilizados en este trabajo son

altamente polimorficos (Tablas 3 y 4, Figura 5) para las muestras aqui analizadas.
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Tabla 3. Alelos encontrados por loci de microsatélite y valores de heterocigocidad observada (Ho) y esperada
(He), n = tamafio de muestra hembras adultas.

Locus N Alelos Ho He
CM3 45 12 0.95 0.85
cm8ga 29 14 0.86 0.87
CC117 21 10 0.66 0.80
Promedio 0.82 0.84

Tabla 4. Alelos encontrados por loci de microsatélite y valores de heterocigocidad observada (Ho) y esperada
(He), n = tamafio de muestra genotipos paternos.

Locus N Alelos Ho He
CMm3 22 17 0.81 0.91
cmg4a 22 17 0.72 0.87
CC117 22 10 0.66 0.80
Promedio 0.73 0.86

Figura 5. Frecuencias alélicas de hembras adultas para 3 microsatélites en la tortuga verde (Chelonia mydas)
de la playa de Maruata, Michoacén. El nimero de individuos muestreados por locus fue: n = 29 (CM84), n =
45 (CM3), y n =21 (CC117.
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Los valores de deteccion de paternidad multiple para cada locus y para

genotipos multiloci analizados se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Valores de probabilidad de deteccion de paternidad multiple (PM) para cada locus y para todos.

Locus Deteccién de PM
CM3 0.7077
CcMmg4a 0.7401
CcC117 0.6536
Todos 0.9754

De los seis nidos analizados, cinco de ellos presentan paternidad multiple
(83%). Los resultados muestran que los nidos fueron fertilizados por uno, tres,
cuatro y cinco machos, sin que se detectara un orden de fertilizacién especifico en
el tracto reproductivo. En algunos de los nidos con paternidad multiple se encontré

gque un macho fertiliza la mayor parte de la progenie (Figura 6).

Se encontraron en total 22 genotipos paternos (promedio = 3 genotipos
paternos por nido, intervalo = 1-5). No se encontr6 evidencia de genotipos

paternos compartidos en nidos de las seis hembras (Figura 6, Tablas 6y 7).

81



Figura 6. Nidos analizados de la localidad de Maruata, Michoacan, se puede observar el porcentaje de la
progenie que correspondiente a cada macho. Los distintos tonos de gris de cada grafica son excluyentes y no
corresponden a los mismos machos.
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Tabla 6. Genotipos parentales inferidos a partir de loci de microsatélite. Se presenta el nimero de machos
involucrados en la fertilizacién de los nidos (el numero asignado a cada macho es independiente en cada
nido) asi como su respectivo nimero de crias.

Nido Genotipo No. Crias
cM84 cM3 cC117
2 Q 349/369 169/181 240/240
J1 325/325 177/183 240/240 4
32 325/325 173/205 232/244 2
33 325/349 169/201 232/240 7
34 323/325 179/201 232/236 9
35 323/353 181/201 240/240 3
7 Q 335/343 169/177 240/240
31 357/361 155/177 240/256 5
32 335/355 153/155 236/240 6
43 327/335 155/177 234/236 12
34 325/355 155/175 236/242 2
10 Q 343/365 167/187 238/242
41 343/343 167/183 238/242 2
32 343/365 175/175 238/238 8
343 343/349 171/177 238/242 6
d4 343/349 167/167 238/252 3
13 Q 325/363 143/167 238/238
31 335/345 177/177 238/244 11
42 335/345 143/167 238/244 2
43 345/345 143/167 244/246 5
14 Q 335/351 169/181 236/254
J1 331/335 159/179 236/240 8
42 351/351 147/187 236/240 11
43 345/351 167/177 236/236 7
34 333/343 181/181 234/256 3
35 339/339 159/171 236/236 5
15 Q 337/339 179/179 232/238
J1 337/347 167/181 232/238 12
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Tabla 7. Datos de los nidos a los que se les realizé andlisis de paternidad mudltiple (PM), donde el indice de
dominancia = no de crias del padre mas comdn + no de crias del segundo padre mas comun / total de crias del nido.
(Indice de dominancia tomado de Sivinski, 1984).

. , No. Crias analisis PM % Crias Macho indice de
Nido Total crias
Machos (% analizado del nido)  dominante (No. Crias) dominancia (%)
2 63 5 25 (39.6) 36 (9) 64
7 46 4 25 (54.3) 48 (12) 72
10 67 4 19 (28.4) 42 (8) 78
13 90 3 18 (20) 61 (11) 88
14 73 5 34 (46.6) 32 (11) 55
15 60 1 12(20) 100 (12) NP

Las Tablas 8 a la 13 muestran Los genotipos de las crias de los seis nidos
analizados fueron asignados a partir de los tres loci de microsatelite mencionados
anteriormente (tablas 8 a la 13). Los numeros de identificacion de las crias son
consecutivos, aquellos nUmeros que no se presentan en la tabla se debe a que no
se logré la amplificacion de los microsatélites. Los distintos tonos de gris
representan distintos genotipos paternos en cada nido y no se observa que un
mismo genotipo paterno participe en la fertilizacion de mas de un nido. EI nimero
de cria menor de cada nido corresponde al primer huevo ovipositado por la
hembra, y el nUmero mayor, al tltimo huevo.

La numeracién de los nidos es la siguiente: nido 2, del 90 al 152; nido 7,
del 427 al 472; nido 10, del 585 al 651; nido 13, del 702 al 791; nido 14, del 792 al

864; nido 15, del 865 al 924.
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Tablas 8 y 9. Genotipos de las crias del nido 2 (cria 90 — 152) y del nido 7 (cria 427 — 472) respectivamente.
Los distintos tonos de gris representan distintos genotipos paternos en los nidos.

Nido Cria Genotipo Nido Cria Genotipo
cMm84 cMm3 CC117 cMm8a cMm3 CC117

Nido2 92 325 /349 177 /181 240 /240 Nido 7 434 343 /357 155 /177 240 /240
95 325/349 169/205 236/240 435 335/335 169 /177 236 /240
96 349 /349 169/201 240/240 436 335/335 155 /177 236 /240
104 325 /349 169/179 232 /240 438 335/335 155/169 236 /140
105 325 /349 177 /181 240 /240 439 335/335 155/169 236 /240
106 325/349 169 /183 240 /240 440 335/335 169 /175 236 /240
110 325/349 169 /205 236 /240 441 335 /335 155 /177 236 /240
111 349 /349 181 /201 240 /240 442 335 /335 155 /177 236 /240
443 327 /335 155 /177 236 /240

114 325 /349 169 /181 240 /240 449 335/357 155/177 240 /240
457 335/357 155/169 240 /256

119 325/349 169 /181 232 /240 458 325 /335 155 /177 240 /242
120 325/349 181 /205 236 /240 459 335/335 155 /177 240 /240
121 325/349 169 /181 240 /240 460 335/335 155 /177 236 /240
122 325/349 169/179 232/240 461 327 /335 155/177 236 /240
126 325/349 169/183 240/240 462 335/335 155 /177 240 /240
127 325 /349 173 /181 232 /240 463 343 /357 169 /177 240 /256
130 349 /349 169 /201 240 /240 464 335/361 155/177 240 /240
132 325/349 181/205 240 /240 465 335/343 153 /177 240 /240
136 323 /349 181/205 236 /240 466 327 /335 155 /177 234 /240
467 335/335 155 /177 240 /240

143 325 /349 169 /181 232 /240 468 335 /343 155 /169 240 /240
148 325/348  169/205 240 /240 470 327 /343 155 /177 236 /240
150 325/348 181/205 236/240 471 335/335 169 /177 236 /240
151 325/348 171/181 236/240 472 335/335 155 /169 240 /240
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Tablas 10 y 11. Genotipos de las crias del nido 10 (cria 585 — 651) y del nido 13 (cria 702 — 791) respectivamente.
Los distintos tonos de gris representan distintos genotipos paternos en los nidos.

Nido Cria

Genotipo
Ccm84 cMm3

CC117
Nido 10

624 343 /343
625 343 /365
629 343 /343

167 /183 238 /243
167 /167 242 /252
167 /183 242 /242

638 343/349
640 349 /365

167 /167 238 /252
167 /167 238/238

Nido Cria Genotipo

Cm84 CMm3 CC117

Nido13 708 335/363 167/177 238 /238

723 325/345 167 /177 238 /244
724 345/363 167 /177 238 /244

729 335/363 167 /177 238 /244
733 345/363 167 /177 238 /244

745 325/345 167 /177 238 /238

749 335/363 167 /177 238 /244

759 345/363 167 /177 238 /244
771 345/363 167 /177 238 /244

780 335/363 167 /177 238 /244

791 325/335 167 /177 238 /244
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Tablas 12 y 13. Genotipos de las crias del nido 14 (cria 792 — 864) y del nido 15 (cria 865 — 924)
respectivamente. Los distintos tonos de gris representan distintos genotipos paternos en los nidos.

Nido Cria Genotipo Nido Cria Genotipo
cM84  CM3  CCl17 cMs4 M3 cC117
Nido 14 Nido15 866 337/347 167/179 232/232
868 337/337 167/179 232/232
870 337/347 167/179 232/232
799 331/335 169/177 236 /236 871 337/337 179/181 238/238
804 335/339 147/169 236/236 872 337/337 167/179 232/232
809 335/343 171/181 236 /262 881 337/339 167/179 232/238
812 335/351 147/169 236/236 884 337/347 167/179 232/232
814 333/351 169/181 236 /256 885 337/337 179/181 232/238
816 351/351 147/169 236/236 886 337/337 179/181 232/238
817 335/342 169/181 236 /254 888 337/337 179/181 232/238
818 331/351 159/181 236 /236 901 337/337 167/179 232/232
820 335/351 169/187 236/240 909 337/337 167/179 232/238
821 335/351 177/181 236 /236
822 335/345 167/181 236 /236

823 335/351

159 /181

236 /236

831 351/351 177/181 232/236
832 335/351 159/181 236/254
833 335/351 167/181 236/236
834 335/351 177/181 236/236

835 335/351 169/179 236/240
838 335/335 169/179 236/236
839 331/335 159/181 236/236

840 331/351

159 /181

236 /236

844 331 /335

850 351 /351

177 /181

169 /177

236 /266

236 /236
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5.3 Medidas de adecuacién en hembras adultas

Los valores de longitud corporal (LCC) y de adecuacion de las hembras

de los seis nidos analizados se presentan en la Tabla 14. No se encontré relacion

entre el nimero de machos que fertilizan un nido y la capacidad reproductiva de

las hembras: tamafio nidada (R?= 0.00825, p = 0.9864); porcentaje de eclosion

(R?= 0.148912, p = 0.4499) y tamafio de la hembra (LCC) (R?*= 0.149321, p =

0.4492) (Figura

Tabla 14. Longitud curva del caparazén y valores de adecuacion de hembras de Chelonia mydas

7).

Tamafio %
Hembra LCC (cm) nidada Eclosion No. de Machos
(crias)
2 82 63 95.2 (60) 5
7 81 46 91.3 (42) 4
10 81.5 67 76.11 (51) 4
13 85 90 81.11 (73) 3
14 84 73 83.5 (61) 5
15 80 60 88.3 (53) 1

Tamario nidada

% Eclosion

Di-n 1424017

Figura 7. Relacion de la paternidad mdltiple y capacidad reproductiva de las hembras (tamafio nidada y
porcentaje de eclosion y tamafio de la hembra.
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5.4 Medidas indirectas de adecuacion en crias
5.4.1 Peso

Las crias pesaron en promedio 21.75 g. (rango de 10.09 a 25.98 g). El
ANOVA mostré que existen diferencias significativas entre el peso de las crias de
los diferentes nidos (F = 50.4352, p= < 0.001). En el nido 14 se encontraron
diferencias significativas al interior de los nidos, es decir, entre el peso de las crias
de los diferentes machos, mientras que en el resto de los nidos no (Nido 2: F =
0.9949, p= 0.4447; Nido 7: F=0.7201, p= 0.5536; Nido 10: F=0.3502, p = 0.7897;

Nido 13: F=0.5852, p= 0.5701; Nido 14: F= 0.289341, p= 0.05).

Respecto al peso, el nido 14 (fertilizado por cinco machos) es el que tiene
las crias méas pesadas, seguido por las crias del nido 15 (fertilizado por un macho).
Las crias menos pesadas son del nido 13 que presenta tres genotipos paternos.
Analizando al interior de los nidos se observa que en el nido siete (con cuatro
genotipos paternos), las crias mas pesadas son del macho que fertiliza la mayor
parte de la progenie, mientras que en el resto de los nidos con paternidad multiple

no es asi.
5.4.2 Velocidad de incorporacion

La velocidad de incorporacion promedio fue de 5.8 s (rango de 1 a 49 s);
aunque es importante mencionar que hubo 77 crias (10.4%) que después de un

minuto no se incorporaron.

En la velocidad de incorporacion de las crias de los diferentes nidos hubo
diferencias significativas (F = 2.3655, p = 0.05). Sin embargo en los nidos con
paternidad mdltiple, no se encontraron diferencias significativas al interior de los
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nidos, es decir, entre la velocidad de incorporacion de las crias de los diferentes
machos (Nido 2: F = 0.5422, p= 0.7078; Nido: 7 F=0.9217, p= 0.4515; Nido 10: F
= 1.8714, p = 0.1903; Nido 13: F = 2.9776, p= 0.0837; Nido 14: F = 0.4990, p=

0.7366).

En relacion a la velocidad de incorporacion, el nido 13 (fertilizado por tres
machos), es el que tiene las crias mas rapidas, seguido por el nido 14 (fertilizado
por cinco machos); las crias mas lentas son del nido 10 que presenta cuatro
genotipos paternos. Analizando al interior de los nidos se observa que en los nidos
10 y 13, las crias mas rapidas son del macho que fertiliza la mayor parte de la
progenie, mientras que en el resto de los nidos con paternidad multiple no es asi.
Respecto a las crias que después de un minuto no se incorporaron, solo en el nido
10, se asocian a un genotipo paterno en especifico; en el resto de los nidos estas
crias se asocian a varios genotipos paternos. Sin embargo, en el nido 13 la
mayoria de las crias que no se incorporaron, son del segundo macho que fertiliza

la mayor parte de la progenie.
5.4.3 Tamafo (LRC)

El tamafio (LRC) de las crias promedio fue de 50.74mm (rango de 44.7 a
62.2 mm). Se encontr6 que existen diferencias significativas entre el tamafio de las
crias de los diferentes nidos (F =25.4079, p = < 0.001), siendo las mas grandes,
progenie de la hembra de mayor tamafio. Sin embargo en los nidos con paternidad
multiple, no se encontraron diferencias significativas al interior de los nidos, es

decir, entre el tamafio de las crias de los diferentes machos (Nido 2: F = 3.0569,
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p= 0.0558; Nido 7: F= 0.9711, p= 0.4293; Nido 10: F = 0.5874, p = 0.6332; Nido

13: F=0.1930, p= 0.8266; Nido 14: F=1.6617, p= 0.1879).

Acerca del tamafio, el nido 13 (fertilizado por tres machos), es el que tiene
las mas grandes, seguido por el nido 7 (fertilizado por cuatro machos); las crias
mas pequefnas corresponden al nido 2 (fertilizado por cinco machos). Analizando
al interior de los nidos se observa que en esta medida indirecta de adecuacion, en
ninguno de los cinco nidos con paternidad multiple las crias mas grandes de cada

nido corresponden al macho que fertiliza la mayor parte de la progenie del mismo.
5.4.4 Morfometria geométrica, simetriay escudos del caparazén

Los analisis de variables canodnicas realizados con los valores de
morfometria geométrica muestran que existen diferencias significativas entre la
forma de las crias de los diferentes nidos (Wilks’'Lambda = 3.9782, p= <0.0001)
Sin embrago en los nidos con paternidad multiple, no se encontraron diferencias
significativas al interior de los nidos, es decir, entre la forma de las crias de los
diferentes machos (Nido 2: Wilks'Lambda = 0.0136839, p=1.0000; Nido 7:
Wilks’Lambda = 0.1662179, p= 0.9983; Nido 10: Wilks'Lambda = 0.178788, p =
1.0000; Nido 13: Wilks’Lambda = 0.1936188, p= 0.9997; Nido 14: Wilks"Lambda =

0.0521741, p= 0.9995). (Figuras 8 a la 13).
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Figura 8. Resultado del andlisis de variables candnicas realizado para los seis nidos de los que se analizé

paternidad multiple. Cédigo de colores: nido dos — turquesa, nido siete — morado, nido 10 - rosa, nido 13 —
verde, nido 14- azul, nido 15 — rojo.

L1

Eje candnico 2

Eia candnito 1
Figura 9. Resultado del andlisis de variables candnicas (CVA) realizado para el nido 2, fertilizado por 5

machos. No se encontraron diferencias significativas al interior del nido, es decir, entre la forma de las crias de
los diferentes machos.
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Figura 10. Resultado del analisis de variables canoénicas (CVA) realizado para el nido 7, fertilizado por 4

machos No se encontraron diferencias significativas al interior del nido, es decir, entre la forma de las crias de
los diferentes machos.
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Figura 11. Resultado del andlisis de variables canonicas (CVA) realizado para el nido 10, fertilizado por 4
machos. No se encontraron diferencias significativas al interior del nido, es decir, entre la forma de las crias de
los diferentes machos.
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Figura 12. Resultado del andlisis de variables canonicas (CVA) realizado para el nido 13, fertilizado por 3
machos. No se encontraron diferencias significativas al interior del nido, es decir, entre la forma de las crias de
los diferentes machos.
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Figura 13. Resultado del andlisis de variables canoénicas (CVA) realizado para el nido 14, fertilizado por 5
machos. No se encontraron diferencias significativas al interior del nido, es decir, entre la forma de las crias de
los diferentes machos.
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El indice de asimetria fluctuante promedio fue de -0.00227851 (rango de -
0.20399506 a 0.13217891). En la asimetria del caparazén de las crias de los
diferentes nidos existen diferencias significativas (F = 8.2966, p = 0.001). Se
encontraron diferencias significativas al interior del nido 14, es decir, entre los
valores de asimetria de las crias de los diferentes machos (Nido 2: F = 4.2328, p=
0.007; Nido 7 F=18.7213, p =0.033; Nido 10: F = 3.5037, p = 0.009; Nido 13: F =

7.637, p= 0.0589; Nido 14: F=2.8691, p= 0.005).

Con respecto a la simetria, los nidos 14 y 15, fertilizados por cinco y un
macho, respectivamente, son los nidos con las crias mas simétricas, ambos con
un valor de asimetria de 0.001. Las crias mas asimétricas son del nido 2, que
presenta cinco genotipos paternos. Analizando al interior de los nidos se observa
que en el nido 2, las crias mas simétricas son del macho que fertiliza la mayor
parte de la progenie, mientras que en el resto de los nidos con paternidad multiple
no es asi. Sélo se encontraron diferencias significativas al interior del nido 14 es
decir, entre los valores de asimetria de las crias de los diferentes machos,
posiblemente esto se deba a que este es el nido que presenta el mayor tamafio de

muestra (34 crias).

De las 348 crias analizadas se encontr6 que 118 (34%) presentan
escudos supernumerarios. Lo mas comun que se encontré es que se presentan

irregularidades en el patron de distribucion de los escudos centrales.

En relacidon a los escudos supernumerarios, el nido 2 (fertilizado por cinco
machos), es el nido que presenta un menor numero de crias con escudos

supernumerarios. El nido que presenta un mayor numero de crias con escudos
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supernumerarios es el nido 13, que presenta tres genotipos paternos. Analizando
al interior de los nidos se observa que en los nidos 2 y 10, las crias que no
presentan escudos supernumerarios son del macho que fertiliza la mayor parte de
la progenie, mientras que en el resto de los nidos con paternidad multiple no es

asi.

Las crias mas grandes corresponden a progenie de la hembra de mayor

tamanfo, también son las crias mas ligeras y mas rapidas.
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6. DISCUSION
6.1 Paternidad multiple y patron de fertilizacion

Una de las caracteristicas de los microsatelites es su alto polimorfismo, lo
que los hace ideales para realizar analisis de paternidad. En base al grado de
polimorfismo se determina el nimero de microsatélites necesarios para llevar a
cabo los estudios de paternidad, es decir, entre mayor polimorfismo menor es el

namero de microsatélites a utilizar (Morera et al., 1999; Chistiakov et al., 2006).

Para la determinacién de paternidad mdultiple, en este estudio se utilizé un
namero pequefio de microsatélites (3), altamente polimérficos, en relaciéon con
otros trabajos donde utilizan cuatro o cinco loci (Fitzsimmons, 1998; Moore y Ball,

2002; Chassin, 2004; Jensen et al., 2006).

En este trabajo se utilizaron los microsatélites CM3, CM84 y CC117,
encontrandose 12, 14 y 10 alelos respectivamente; con valores de probabilidad de
deteccién de paternidad multiple por locus de 0.7077 (CM3), 0.7401 (CM84),
0.6536 (CC117) y genotipos multiloci de 0.9754. Este numero de alelos contrasta
con los que Fitzsimmons (1995, 1998) encontré para CM3 (19), para CM84 (22) y
para CC117 (20), con un valor de probabilidad de deteccion de paternidad mdultiple
por genotipos multiloci de 0.999 (5 loci de microsatélite: CM3, CM58, CM72,

CC117 y CC7) para la poblacion de tortuga verde australiana.

Por otro lado, Chassin (2004) registro0 38 alelos para CM3 y 20 para
CM84, con valores de probabilidad de deteccion de paternidad multiple por locus

de 0.8869 y 0.8438 respectivamente; y de genotipos multiloci de 0.9999 (cuatro
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loci de microsatélite: CM3, CM72, CM84 y CC7) para la poblaciéon de C.mydas que

anida en Colola, Michoacan.

En este trabajo se registro paternidad mdultiple en cinco de los seis nidos
analizados. El tamafio de nidos analizados resulta menor a los documentados por
Chassin (2004), Fitzsimmons (1998), Kichler et al. (1999), Crim et al. (2002),
Hoekert et al. (2002), Moore y Ball (2002), Lee y Hays (2004), Jensen et al. (2006)
y Zbinden (2007).

Con respecto al orden de fertilizacion, se concluyo que los cinco nidos con
paternidad multiple presentan un patron de fertilizacion desordenado (Figura 14).
Este resultado es consistente con lo reportado por Lara-De La Cruz et al. (2010) y
se interpreté como la evidencia para sugerir que en C. mydas el semen utilizado
para la fertilizacion de los huevos es una mezcla de fluido seminal presente en el

tracto genital de la hembra.

Figura 14. Los 2 escenarios del orden de fertilizacion: A) corresponde a una fertilizaciéon ordenada, mientras
gue B) corresponde a una fertilizacion desordenada (reportado por Lara-De La Cruz et al., 2010).
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También se documentd que en todos los nidos un macho fertilizé la mayor
parte de los huevos y que no existen genotipos paternos compartidos entre los
nidos. Este resultado puede ser un efecto del nimero pequefio de nidos
muestreados. Se sugiere que si existiera un grupo pequefio de machos que
accedan a la copula y las hembras fuesen selectivas se presentaria al menos un

genotipo paterno compartido entre nidos de diferentes hembras.

En las descripciones anatomicas del tracto genital femenino de tortugas
marinas, no se menciona la presencia de estructuras que faciliten el
mantenimiento de los espermatozoides (Wyneken, 2004), como ocurre en el caso
del tracto reproductivo de tortugas dulceacuicolas, donde se han identificado
tubulos para el almacén de semen (Gist y Congdon, 1998). Sin embargo, en este
trabajo se hipotetizaba la capacidad potencial de que por movimientos musculares
del oviducto, el semen de los distintos machos involucrados en la cépula se

mantuviera separado uno del otro.

En C. mydas se ha encontrado evidencia de la capacidad que tienen las
hembras para almacenar el semen obtenido en los eventos copulatorios con
distintos machos, aunque este almacenamiento solo se presenta en una
temporada reproductiva (Chassin, 2004; Lutz y Musick, 1997). Al presentarse
paternidad multiple en los nidos aqui analizados, se infiere que ocurre el
almacenamiento de semen. Sin embargo, como se mencion6 anteriormente, no
hubo orden en la fertilizacion de los nidos, por lo que se sugiere que desde el
punto de vista anatomico y/o funcional no existen estructuras especializadas para

almacenar el semen. Asi que no se infiere la posibilidad de un mecanismo de
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eleccion criptica de la hembra. Por lo tanto, las hembras pueden estar ejerciendo
fuertes mecanismos de seleccion pre-copula, o bien, que este patron de
fertilizacion sea resultado de procesos de seleccion post-cOpula, como podria ser

la competencia espermatica (Pearse y Avise, 2001).

Se conoce que C. mydas presenta una conducta poligama y que tiene la
capacidad de almacenar el semen en una temporada de anidacioén, por lo que se
cubren los supuestos para que se presente competencia espermatica. Este
proceso se ha estudiado principalmente en insectos, reportandose incluso la
presencia de espermatozoides anucleados (“espermatozoides kamikaze”) cuya
funcion es destruir o bloquear a los espermatozoides de otros machos (Kura y
Nakashima, 2000); pero podria estar ocurriendo dentro del tracto genital de las

tortugas marinas.

Uno de los resultados de la competencia espermatica es el cambio en la
frecuencia de espermatozoides disponibles de los machos involucrados en la
fertilizacion de los Ovulos (Sivinski, 1984). Sin embargo, para demostrar la
presencia de competencia espermatica en C. mydas seria pertinente realizar

investigacion en sistemas in vitro, similares a lo realizado por Moore et al. (1999).

De acuerdo con Alvarado y Figueroa (1990,1992) las hembras de C.
mydas de la poblacion que anida en Michoacan oviposita en promedio 2.6 nidos
por temporada (intervalo de uno a nueve), con un periodo interanidatorio de 12 a
14 dias, durante el cual puede observarse a las hembras copulando. Es

importante hacer hincapié en que este trabajo se realizé Unicamente con seis
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nidos, los cuales corresponden a un solo evento de anidacion de las hembras,
desconociéndose si se tratd del primer evento, el ultimo o si fue un evento de
anidacion intermedio. Debido a lo mencionado anteriormente se desconoce Si
nuestros resultados cambiarian en lo obtenido en paternidad multiple en nidadas

consecutivas de la misma hembra.

Se desconoce el por qué de la variacion en la frecuencia de paternidad
multiple y su valor en términos de adecuacion tanto en la capacidad reproductiva

de las hembras, asi como en el desempefio o adecuacion de las crias.

Se plantea que aunque C. mydas presenta un sistema de apareamiento
poliandrico, la paternidad mdultiple no es estrictamente obligada ya que en el
presente trabajo se observa presencia y ausencia de paternidad multiple, la cual,
de acuerdo con las variables propuestas en este trabajo, aparentemente no
confiere ninguna ventaja a la progenie. Se sugiere gue los procesos que podrian
estar asociados a la variacién de paternidad multiple en tortugas marinas son los

siguientes:

a) La abundancia de machos en sitios de cOpula puede mostrar una
variacion espacial y temporal considerable. En la playa de Colola se ha observado
una variacion importante en el niumero de machos satélites durante la copula, que
puede ser usado como indicador de la abundancia de machos. Durante la
temporada de 1999 se observaron hasta nueve machos satélites por mancuerna
(Martinez, 2003), mientras que en la temporada 2000 el grupo mas grande de
machos satélites que se observo fue de tres (Chassin, 2004). La disponibilidad de

machos para la cOpula, ya sea al inicio de la temporada de anidacion o en eventos
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interanidatorios, puede estar fuertemente sesgada si por ejemplo la poblacion de
machos visitantes un afilo sea baja y la de hembras sea alta. La proporcion
hembras-machos en los sitios de reproduccion es una propiedad poblacional
importante; sin embargo, no existe evidencia que soporte esta idea, debido a la
dificultad para obtener informacion biolégica, de la dinamica poblacional y

conducta reproductiva de los machos.

b) Procesos dependientes de la eleccién de la hembra: en este caso la
hembra mediante mecanismos pre-cOpula modifica la frecuencia de paternidad
multiple. Las explicaciones mas sencillas son que las hembras optan por eliminar
la paternidad mdltiple cuando se aparean con algun macho que posee
caracteristicas deseables evaluadas desde el nivel fenotipico externo hasta
niveles de reconocimiento celular o subcelular (Birkhead y Pizzari, 2002) o cuando

la abundancia de machos sea baja.

6.2 Paternidad multiple y adecuacion en hembras adultas

Lee y Hays (2004) plantean que no existe relacion entre la frecuencia de
paternidad multiple de un nido y la capacidad reproductiva de las hembras. Este
planteamiento lo derivaron de la evaluacion de: tamafio de nidada, porcentaje de
eclosion y porcentaje de sobrevivencia de 18 nidos de tortuga verde. De igual
manera Zbinden y colaboradores (2007) realizaron un estudio de paternidad
multiple con 16 nidos de tortuga caguama (Caretta caretta) y con sus resultados
plantearon que existe una correlacion positiva entre el nimero de machos

implicados en la fertilizacion de un nido y el tamafio de la hembra, es decir, el
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namero de machos que fertilizan huevos aumenta con el tamafo de la hembra.
En contraste, en el presente estudié se encontrdo que no existe correlacion alguna

entre el nUmero de genotipos paternos de un nido y el tamafio de la hembra.

En este trabajo se analiz6 el impacto que tiene la paternidad mdltiple en la
capacidad reproductiva de seis hembras (tamafio nidada y porcentaje de eclosion)
y se encontré que no existe relacién alguna, lo que coincide con los resultados de
Lee y Hays (2004). Estos autores sugieren que los apareamientos multiples no
son necesariamente benéficos para las hembras, sino que son el resultado del
dafo causado por las estrategias reproductivas agresivas que tienen los machos.
Es decir, para las hembras de tortuga marina el costo de rechazar a los machos es
mayor que las ventajas de aceptarlo, y por esta razén permiten apareamientos

multiples.

Otro punto que se ha discutido es si la paternidad multiple ofrece ventajas
a las hembras de tortugas marinas, considerando que asi se garantice la
fertilizacion de los huevos o paternidad asegurada (sensu Birkhead, 1987). Las
posibles ventajas serian mediante la adquisicion de suficiente semen para la
fertilizacion de un gran numero de huevos, el incremento de la variabilidad
genética de la progenie; y el promover la competencia espermatica (Fitzsimmons,

1998; Pearse y Avise, 2001; Martinez, 2003; Lee y Hays, 2004).

6.3 Paternidad multiple y medidas indirectas de adecuacion en crias

Esta tesis es el primer trabajo en abordar si la paternidad multiple tiene

algun impacto en la adecuacién de la progenie. Se esperaba que todas las
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variables seleccionadas como indicadores de vigor en las crias (peso, el tamafio,
velocidad de incorporacion, presencia de escudos supernumerarios, morfometria
geomeétrica y simetria), estuvieran relacionadas con genotipos paternos
particulares, es decir, que dentro de cada nido, las crias mas grandes, las de
mayor peso, las mas rapidas en cuanto a valores de velocidad de incorporacion,
las mas simétricas, las que no presentaran escudos supernumerarios, fueran crias

de un mismo macho; sin embargo esto no fue asi.

Los resultados mencionados anteriormente, podrian explicarse por el
namero tan bajo de crias que alcanzan el estado adulto, una de cada cien. De
manera que seria normal el que no exista una diferencia tan marcada entre los
valores de las variables indicadoras de vigor, de las crias de diferentes machos
dentro de un nido. Es decir, que las hembras seleccionaron y se aparearon

Unicamente con los machos con altos niveles de adecuacion.

Durante el desarrollo de los embriones influyen algunos factores
ambientales como humedad, temperatura, salinidad y tamafio de grano de la
arena; los cudles, entre otros, determinan el éxito en la incubacion. El efecto
combinado, en particular de la humedad y la temperatura, se inicia desde que los
huevos son ovipositados hasta la emergencia de las crias (Arzola-Gonzalez,
2007). En este trabajo se observd que no existe efecto paterno sobre la
adecuacién de las crias, sin embargo si hay diferencias significativas de las
variables aqui propuestas entre nidos. Se sugiere que estas diferencias puedan
deberse a variaciones en la temperatura y condiciones hidricas de incubacién de

los nidos.
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Desde una perspectiva evolutiva los efectos de la temperatura en la
embriogénesis de las tortugas marinas es de interés particular, debido a que
caracteristicas fenotipicas relacionadas con su adecuacion (determinacion sexual
y tamafo corporal por mencionar algunas) podrian estar influenciadas por la
misma (Glen et al., 2003; Reid et al., 2009). Muchos estudios han reportado que la
temperatura de incubacion influye en las caracteristicas (determinacion del sexo,
forma del cuerpo, color, tamafo, cantidad de yema convertida a tejido durante el
desarrollo embrionario, desempefio locomotor y el comportamiento) de las crias
de los reptiles incluyendo las tortugas (Glen et al., 2003; Booth et al., 2004;
Burgess et al. 2006; Mickelson y Downie, 2010). Lo mencionado anteriormente
sugiere que los elementos ambientales podrian estar actuando en mayor grado
que los elementos genéticos para explicar las variaciones encontradas en los

parametros de adecuacion analizados en este estudio.

La variacion en las condiciones de incubacién podria tener consecuencias
en la adecuacion de las crias, y aunque los estudios que documentan este tipo de
variacion fenotipica son numerosos, sOlo pocos relacionan dicha variacion al
desempefio de las crias de manera cuantitativa. La medicién de la adecuacion en
las crias de tortugas es compleja debido a su ciclo de vida tan largo (mas de 20

afos para la mayoria de las especies) (Booth et al., 2004)

Booth y colaboradores (2004) encontraron que las crias de C. mydas
incubadas a 26 °C son mas grandes, pero mas lentas en su velocidad natatoria
gue las incubadas a 28 °C y 30 °C. Estos autores sugieren que la temperatura de

incubacion influye en el desempefio natatorio durante las primeras 24 horas
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posteriores a la emergencia y que corresponde al frenesi del periodo de natacion
(comprendido entre las primeras 48 horas posteriores a la emergencia) de modo

que estaria influyendo en la mortalidad posterior a la eclosion.

Burgess y colaboradores (2006) realizan un trabajo con crias de C. mydas
y al igual que Booth y colaboradores (2004) mencionan que las crias incubadas a
26 °C son mas grandes, pero con una habilidad natatoria menor que aquellas

incubadas a 28 °C y 30 °C.

Se considera que para trabajos posteriores sobre la variacién en la
frecuencia de paternidad mdiltiple y su valor en términos de adecuacién en las
crias de tortugas marinas, seria importante realizar mediciones de la temperatura

y condiciones hidricas de incubacion de los nidos.

De acuerdo con Chassin (2004) una muestra de 25 crias por nido permite
detectar la presencia de hasta cinco genotipos paternos dentro de un nido. Se
debe hacer énfasis en que en el presente trabajo, el analisis realizado de
paternidad mdultiple en términos de adecuacion de las crias se desarrollé
Unicamente con 133 crias de seis nidos, y que en algunos nidos las muestras por
macho son muy pequefias. Se considera que seria importante incrementar el
namero de nidos estudiados y analizar todas las crias de los mismos, con el
proposito de aumentar el numero de muestra para las variables indirectas de
adecuacion y corroborar si aun asi sigue sin encontrarse relacién de ellas con un
genotipo paterno particular. De igual manera, ademas de los parametros indirectos

de adecuacion (peso, tamafio, simetria, vigor) deberian incluirse variables
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ambientales (temperatura de incubacion, humedad, salinidad, tamafio de grano de
la arena) para inferir si existe relacion de las mismas con las variables de

adecuacion.
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DISCUSION GENERAL

Se conoce poco sobre la frecuencia natural o de las posibles causas
naturales o antropogénicas de las malformaciones en tortugas marinas. Se sugiere
que factores intrinsencos (genéticos vy fisioldgicos) y extrinsecos (fisicos, quimicos,
edafoldgicos, etc.) afectan de manera considerable el proceso de eclosion de crias
de tortugas marinas. Las modificaciones en estos factores tienen efecto directo en
el desarrollo embrionario y pueden ser responsables de la presencia de ciertos
tipos de malformaciones (Bishop et al., 1994; Alam y Brim, 2000; Ozdemir y
Turkozan, 2006; Bujes y Verrastro, 2007; Béarcenas-lbarra y Maldonado-Gasca,
2009; Reid et al., 2009; Torezani et al., 2010).

Durante el desarrollo embrionario, los factores ambientales juegan un
papel importante en la formacién de las crias, no Unicamente en la determinacion
del sexo, sino también en el crecimiento y fisiologia. En el afio de 1857 se
describid por primera vez la presencia de malformaciones en tortugas marinas (en
la tortuga caguama Caretta caretta) (Drenen, 1990; en Béarcenas-lbarra y
Maldonado-Gasca 2009), y desde entonces este fendmeno ha sido poco
estudiado (Béarcenas-lbarra y Maldonado-Gasca 2009). Por lo mencionado
anteriormente, éste es un campo muy fértil de investigacion, ya que a la fecha los
trabajos que describen la frecuencia de anormalidades en los embriones y

neonatos de tortugas marinas son escasos.

Referente a malformaciones como son: el albinismo, ausencia de ojos y/o

narinas, e incluso ausencia de aletas, por mencionar algunas. Barcenas-lbarra y
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Maldonado-Gasca (2009) reportan que se han publicado 9 trabajos desde el afio

de 1857, de los cuales sélo uno de ellos es de tortuga verde (C. mydas).

Un ejemplo muy comun de anormalidad en tortugas marinas es la
presencia de escudos supernumerarios en el caparazén; este fendmeno fue
descrito por primera vez en 1989 (Mast y Carr, 1989) y a la fecha s6lo se han
publicado seis trabajos del tema y para tres especies de tortugas marinas: tortuga

verde (C. mydas), tortuga lora (L. kempii) y tortuga caguama (C. caretta).

El presente trabajo es el primero en reportar escudos supernumerarios en
tortugas marinas en playas mexicanas; es importante mencionar que durante el
trabajo de campo se observé la presencia de individuos albinos y con

malformaciones del caparazon y mandibula de C. mydas (Figura 1).

Como consecuencia de lo anterior se recomienda que se incluyan reportes
de malformaciones como parte del proceso de evaluacién de los nidos, con el
objetivo de hacer un seguimiento a largo plazo de las mismas y generar datos
adecuados que en un futuro podrian ser importantes dentro de los programas de

conservacion de las tortugas marinas.
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Figura 1. Ejemplares de Chelonia mydas de la localidad de Maruata, Michoacan, que presentan
malformaciones: a) cria que presenta malformacion en la mandibula; b) y ¢) crias albinas, ambas ademas del
albinismo presentan anormalidades en el patron de arreglo de los escudos del caparazén, la segunda
adicionalmente presenta malformacion del craneo y ojos; d) cria con malformacion del caparazon, €) gemelos
desiguales que muestran tamafio y desarrollo distintos; f) hembra anidadora con malformacion del caparazon.
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El desempefio locomotor (velocidad de incorporacion, locomocion en playa
y natacién) de crias de tortuga marina es el principal factor en determinar su
posibilidad de sobrevivir al periodo comprendido entre la emergencia del nido y
alcanzar las aguas mas profundas de la costa, entre mejor sea su desempefio
durante su permanencia en la playa sera menor el tiempo en que las crias estaran
expuestas la depredacion y tendran mayores oportunidades de sobrevivencia

(Ischer et al., 2009).

En el presente trabajo solo se registro la velocidad de incorporacion, pero
seria importante también explorar como es el desempefio de las crias de tortugas
marinas en cuanto a la velocidad de locomocion en playa y la natacién, e

investigar si existe una correlacion significativa entre las tres variables.

La forma en particular es importante de estudiar porque es el mayor rasgo
fenotipico sobre el cual puede actuar la seleccién sexual (Myers et al., 2006).
Existen pocos trabajos publicados sobre morfometria geométrica y simetria en
tortugas y todos ellos han sido realizados utilizando como modelo de estudio
tortugas dulceacuicolas (Claude et al., 2003; Valenzuela et al., 2004; Depecker et
al., 2006; Myers et al., 2006; Davis y Grosse, 2008; Domokos y Varkony, 2008;

Rivera y Claude, 2008).

Por lo mencionado anteriormente, el presente trabajo resulta ser pionero
debido a que es el primer estudio sobre morfometria geométrica y simetria en
tortugas marinas, evidenciando que la presencia de escudos supernumerarios no
afecta la forma ni la simetria del caparazéon C. mydas. Se sugiere que la presencia

de escudos supernumerarios Nno es una caracteristica que esté sometida a
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seleccidn, al menos con respecto a su impacto en la natacion (hidrodinamica), de
manera que la variacion encontrada no tiene valor adaptativo, situacion que es
reforzada cuando no se detectan diferencias en los porcentajes de escudos

supernumerarios en crias e individuos adultos.

Un area importante de aplicacion de la morfometria geométrica y la
simetria es en la determinacion sexual de las crias de tortugas. Valenzuela y
colaboradores (2004) realizaron un andlisis de morfometria geométrica para
identificar el sexo de crias de dos especies de tortugas dulceacuicolas
(Chrysemys picta y Podocnemis expansa). Encontraron que ambas especies
presentan diferencias en la region anal del caparazon, la cual resultdé ser mas
estrecha en las hembras en relacion con los machos. Adicionalmente también
encontraron que machos y hembras de ambas especies presentan diferencias en
la region central del caparazén, en P. expansa los machos presentan un mayor
indice de expansién en la region central que las hembras, mientras que en el caso
de C. picta sucede lo contrario. Los autores concluyen que éste tipo de analisis, es
una herramienta muy poderosa en la determinacién sexual, ya que es capaz de
detectar diferencias muy sutiles en la forma del caparazon, permitiendo diferenciar

las hembras de los machos.

Por otro lado Davis y Grosse (2008) realizaron un andlisis de asimetria
fluctuante utilizando el plastron (en lugar del caparazén) de tortugas
dulceacuicolas encontrando que los machos son mas asimétricos que las
hembras. Ellos explican que en tortugas, tanto machos y hembras de ciertas

especies, tienden a diferir en sus tasas de crecimiento absolutas, creciendo mas
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rapido las hembras que los machos. Estas diferencias se deben a diferencias
fisiologicas en metabolismo. Las diferencias en la tasa de crecimiento podrian
tener implicaciones en la simetria bilateral del caparazon de cada sexo. De
acuerdo con los autores, una tasa de crecimiento rapido seria indicador de un

crecimiento mas eficiente (simétrico) con menos errores bilaterales.

Soderman et al. (2007) encontraron un mayor nivel de asimetria fluctuante
en machos que en hembras de ranas. Estas diferencias las atribuyen a la
posibilidad de interferencia en el crecimiento de las hormonas esteroideas,
considerandose que los machos estan bajo un estrés de desarrollo mucho mayor

gue las hembras y por ello presentan altos niveles de asimetria fluctuante.

Es importante hacer énfasis en que algunos autores consideran que para
realizar andlisis de morformetria geométrica y asimetria, es mejor utilizar el
plastron de las tortugas porque es relativamente mas plano que el caparazén
(Myers et al., 2006). Un aspecto a considerar en la realizacion de futuros

proyectos.

Por lo mencionado anteriormente, en trabajos posteriores, seria deseable
hacer un analisis de morfometria geométrica y simetria en crias hembras y
machos (sexo conocido y determinado previamente por temperatura de

incubacion) de tortugas marinas y tratar de identificar un patrén para sexar.

¢Por gué existen apareamientos mdltiples? ¢Por qué se presenta
variacion en la frecuencia de paternidad multiple? ¢ La paternidad multiple confiere

ventajas adaptativas a las tortugas marinas? Estas son algunas preguntas que
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siguen sin respuesta. En un esfuerzo por tratar de responder estas y otras
interrogantes asociadas al tema se considera relevante continuar realizando
trabajos de investigacion sobre paternidad multiple en C. mydas, en playas de baja
y alta densidad de anidacion e integrar la informacidon que proporcionan los
analisis genéticos con informacion sobre condiciones de incubacion natural de los
nidos, medidas de adecuacion indirecta en crias (como las analizadas en este
trabajo e incluso proponer otras) asi como toda aquella informacion que se pueda

obtener de los individuos adultos (hembras y machos).
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CONCLUSIONES GENERALES

VI.

VII.

Se encontré que un alto porcentaje de crias e individuos adultos (hembras
anidadoras) presentan escudos supernumerarios, 40 y 43 %
respectivamente.

No se encontraron diferencias significativas entre los valores de
morfometria geométrica y asimetria fluctuante de los individuos con
escudos supernumerarios e individuos sin escudos supernumerarios.

Los loci de microsatélite CM3, CM84 y CC117 resultaron ser polimorficos
para la poblacion de C. mydas que anida en Michoacan, encontrandose 12,
14 y 10 alelos respectivamente; con valores de probabilidad de deteccién
de paternidad mdultiple por locus de 0.7077 (CM3), 0.7401 (CM84), 0.6536
(CC117) y genotipos multiloci de 0.9754.

De los seis nidos analizados, se encontrd6 que cinco de ellos presentan
paternidad multiple (83%). El analisis de paternidad multiple revelé que en
la fertilizacion de los huevos estuvieron implicados uno, tres, cuatro y cinco
machos.

De los genotipos paternos obtenidos para cada nido, no se encontrd
evidencia de genotipos compartidos en nidos de las distintas hembras,
encontrdndose en total 22 genotipos paternos.

Los cinco nidos con paternidad mdaltiple analizados presentan un patron de
fertilizacion desordenado.

En los nidos con paternidad multiple, existe un macho que fertiliza la

mayoria de los huevos; en este caso no fue posible discernir si se traté del

124



VIII.

primero, un macho intermedio o el ultimo en copular con la hembra, debido
a gque no fue un experimento controlado.

Los resultados obtenidos sugieren que no existe evidencia de la existencia
de alguna estructura anatomica o funcional, que permita el mantenimiento
aislado de los espermatozoides de cada macho dentro del tracto genital de
la hembra, por lo que el semen utilizado para la fertilizacion de los huevos
es una mezcla de fluido seminal dentro del tracto genital de la hembra.

No se encontrd relacion entre la frecuencia de paternidad mdltiple y la
capacidad reproductiva de las hembras (tamafio de nidada y porcentaje de
eclosion, tamafio de la hembra (LCC)).

En las variables analizadas, no se encontr6 evidencia de efecto paterno en

la adecuacion de las crias.
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