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Resumen

Esta bien documentado que las hembras de las siete especies de tortugas marinas
son poliandricas y que en la fertilizacién de las nidadas participan varios machos
(paternidad multiple, PM) con frecuencias que varian entre poblaciones y especies. La
frecuencia de PM es influenciada por dos tipos de procesos: 1) precopulatorios como
la proporcion sexual operativa y 2) postcopulatorios como la competencia entre
espermas de los distintos machos. En este estudio se analizé el sistema de
apareamiento dos colonias de tortuga golfina que anidan en el sur de Sinaloa, en las
playas de El Verde Camacho, Mazatlan (EVC) y Las Cabras, Escuinapa (LC),
mediante la estimacién de la incidencia de paternidad mudltiple utilizando marcadores
microsatélites nucleares. Se encontrd la presencia de multiples padres en el 46% y
100% de las nidadas, de EVC y LC, respectivamente. En contraste con la mayoria de
los resultados previos, en nidadas con PM no se detecté la presencia de un macho
dominante y se detectaron varios machos que fertilizaron mas de una nidada cada
uno. La reconstruccion de los genotipos paternos adicionalmente permitié estimar la
proporcion sexual operativa, de 1.5 machos por hembra en EVC y 4.2 machos por
hembra en LC. Estos resultados contrastan con la proporcion sexual primaria
fuertemente sesgada hacia las hembras en la etapa de cria (tipicamente >80%
hembras). Simulaciones de remuestreo con diferentes tamafnos de muestra indican
que las diferencia en estimaciones obtenidas en las dos playas se puede explicar por
los tamafios de muestra (para EVC se analizaron 52 nidadas y un promedio de cuatro
crias por nido, para LC se 13 nidadas y un promedio de 16 crias por nido) por lo que si
bien los valores para el primero deben ser considerados como minimos mientras que
los segundos serian confiables. Los valores de PM, numero promedio de machos y la
ausencia de padres dominantes en nidadas con PM ha sido reportado en muy pocos
casos de tortugas marinas y sugiere que en estas colonias el comportamiento
copulatorio de las hembras involucra una sucesion rapida entre la copula con un
macho y otro, y el de los machos una ausencia de defensa de su pareja para evitar la
cédpula de otros machos. El marcado contraste entre la proporcién sexual primaria y la
que en este estudio se estimd para para la reproduccion, es compatible con la
existencia de contrastentes comportamientos migratorios de los adultos, involucrando
a los machos con residencia cercana a las playas de anidacién y a través de
temporadas de reproduccion, mientras que las hembras realizarian extensas
migraciones de alimentacién y con periodos variables y multi-anuales de remigracion.

Palabras clave: sistema de apareamiento, paternidad mudltiple, proporcion sexual
operativa, tortugas marinas, Lepidochelys olivacea.



Abstract

It is well documented that the females of the seven species of marine turtles are
polyandrous and that multiple males are typically involved in the fertilization of each
clutch (multiple paternity, PM) but with variation in the PM frequency between
populations and species. The frequency of PM is influenced by two types of processes:
1) pre-copulatory such as the operational sex ratio and 2) post-copulatory such as the
competition between sperm from different sires. In this study we analyzed the mating
system of two olive ridley turtle colonies that nest in southern Sinaloa at El Verde
Camacho, Mazatlan (EVC) and Las Cabras, Escuinapa (LC), by estimating the
incidence of multiple paternity using nuclear microsatellite markers. The presence of
multiple sires was found in 46% and 100% of the nests from EVC and LC, respectively.
In contrast to most of the previous studies, in progeny from PM nests, the presence of
a dominant male was not detected and several males were detected fertilizing more
than one clutch each. The reconstruction of the paternal genotypes additionally allowed
estimates for the operational sex ratio for these rookeries, of 1.5 males per female in
EVC and 4.2 males per female in LC. These estimates contrast with the primary sex
ratio strongly biased towards the females in the hatchling stage (typically> 80%
females). Resampling simulations using our data with different sample sizes
demonstrate that the difference in estimates obtained at the two rookeries can be
explained by the contrasting sample sizes (for EVC, 52 nests were analyzed and an
average of four pups per nest, for LC there were 13 nests and a average of 16 pups
per nest) so although the values for the first can be considered minimum estimates, the
latter can be considered reliable. Our PM values, number of males and the absence of
dominant parents in clutches with PM which have been reported in very few cases of
sea turtles suggest that, at least in sampled rookeries, the copulatory behavior of the
females involves a rapid succession between the copula with successive males, and
an absence of mate defense by the males. The very large skew in favor of males in the
operational sex ratio obtained could be explained by the existence of contrasting
migratory behaviors between the two sexes; while all males could remain resident near
nesting beaches across breeding seasons, females would partake in extensive
foraging migrations of food with variable, multi-annual remigratory cycles.

Keywords: mating system, multiple paternity, operative sex ratio, sea turtles,
Lepidochelys olivacea.



1. Introduccion

1.1. Tortugas marinas: aspectos generales de su reproducciéon

Las tortugas marinas forman parte del grupo mas antiguo de reptiles; de acuerdo
con registros fosiles aparecieron en la Tierra hace 200 millones afos
aproximadamente, durante el periodo Jurasico (Marquez, 2002). Actualmente poseen
el rango mas amplio de distribucion de todos los reptiles, encontrandose en aguas
tropicales o subtropicales costeras, templadas y subarticas de todo el mundo
(Pritchard, 2003). A la fecha se reconocen siete especies vivas agrupadas en dos
familias: Dermochelyidae, con una sola especie, la tortuga laud (Dermochelys
coriacea) y Cheloniidae con seis especies, tortuga golfina (Lepidochelys olivacea),
tortuga boba o caguama (Caretta caretta), tortuga verde (Chelonia mydas) con su
subespecie la tortuga prieta (Chelonia mydas agassizii), tortuga carey (Eretmochelys
imbricata), tortuga lora (Lepidochelys kempi) y la tortuga plana (Natator depressus),
esta ultima especie endémica de Australia.

Al igual que el resto de los reptiles, las tortugas marinas son animales
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vertebrados con respiracion pulmonar, poiquilotermos o de “sangre fria”. Son oviparas
y el tipo de huevos que producen se denomina amniotico debido a que poseen varias
capas embrionarias llenas de liquido amnidtico de viscosidades variables asi como
una alta cantidad de vitelo, lo que le permite al embrién alcanzar un desarrollo mas
completo en un ambiente mas estable; por su parte, el cascarén se constituye por una
resistente membrana calcificada de apariencia apergaminada, lo que les brinda una
mayor proteccién contra dafos fisicos como la deshidratacion (Marquez, 2002). Son
organismos heterosexuales; el dimorfismo se define claramente durante la edad adulta
a través de caracteres sexuales secundarios presentes en los machos, tales como la
cola que sobresale del limite inferior del carapacho (en algunos casos alcanza a
sobrepasar ligeramente el borde de las aletas posteriores) y ufas mas largas y
arqueadas en comparacién con las de las hembras (Marquez, 1976), que durante la
cdpula sirven a los machos para sujetar con firmeza a su pareja.

Las tortugas marinas son organismos longevos y de maduracion sexual tardia,
puesto que un individuo puede alcanzar entre los 20 y 40 afios antes de madurar
sexualmente (Frazier, 1999). Se piensa que en sus primeros afios de vida son
solitarias, pero de juveniles y adultas se congregan en los sitios de forrajeo
(alimentacion), apareamiento y anidacion. La copula ocurre a lo largo de los
corredores migratorios, en sitios de cortejo o de apareamiento y en las inmediaciones
de las playas de anidacion. Durante la época de reproduccion, se puede encontrar

tanto hembras como machos en areas mar adentro frente de la playa de anidacion, en
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areas a las que también se les refiere como “habitats interanidatorios” (Eckert et al.,
1999).

Durante el cortejo, una vez que la hembra ha aceptado al macho dominante, del
cual recibe mordidas en el cuello y extremidades anteriores, ésta toma una postura
horizontal y pasiva, entretanto, el macho se coloca por encima y la retiene clavandole
las ufias de sus aletas anteriores, mientras se auxilia con las aletas posteriores de la
hembra; una vez que se encuentran en esta posicion da inicio el apareamiento. La
fecundacion es interna; los machos poseen un hemipene, un érgano que presenta un
surco medio longitudinal que durante la cépula se convierte en un tubo que dirige el
esperma hacia el fondo de la cloaca de la hembra (Marquez, 2002). Aunque la pareja
puede permanecer en la posicion de la cépula durante horas, arrastrada por la
corriente, la transferencia de esperma puede no requerir el lapso completo. Las
parejas se ven con mayor frecuencia en la superficie, pero el apareamiento puede
tener lugar en cualquier punto de la columna de agua (Maquez, 1976; Lutz y Musick,
1997). Por otra parte, cuando una hembra no tiene interés en el apareamiento, toma
un comportamiento mas activo y se torna agresiva frente a los machos, de esta
manera evita la copula y se aleja del sitio.

En el proceso cortejo-apareamiento tanto hembras como machos resultan con
heridas que pueden tardar semanas en sanar; por un lado las hembras sufren
desgarres en la piel de la cabeza, cuello y aletas delanteras, asi como rasguios en el
carapacho, provocados por las largas ufias de los machos quienes resultan con
escoriaciones en los escudos del plastréon debido al roce con el carapacho de la
hembra; no obstante, las heridas mas graves en los machos no son las provocadas
por este roce, ya que una vez que un macho dominante ha montado a una hembra,
éste es atacado por otros machos cortejantes, los cuales muerden con fuerza
principalmente los bordes posteriores de sus aletas y la parte dorsal de la cola. Estas
mordidas pueden desmontar o no al macho que lleva delantera sobre la cépula, sin
embargo, reducen su aptitud para intentar aparearse con otras hembras debido al
dafo severo causado en sus extremidades (Lutz y Musick, 1997). Cuando las hembras
son observadas durante la anidacién, el progreso de cicatrizacién de sus heridas
puede brindar informacién acerca de la temporada de apareamiento de la colonia de
reproduccion, asi como del grado de agresividad de sus miembros.

Luego de aparearse, los machos regresan a las zonas de forrajeo y las hembras
migran hacia las playas de anidacion, generalmente al mismo sitio en donde nacieron
(Spotila, et al., 1997), de esta manera unicamente las hembras emergen a la playa
para la construccion de sus nidos. Las tortugas marinas tipicamente ovopositan mas

de una vez por temporada y la mayoria no lo hace en afos consecutivos. Después de
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ovopositar, las hembras retornan a las areas de forrajeo para el siguiente periodo
reproductivo (Palacios, 2012).

El sexo de las tortugas marinas se determina por la temperatura a la que el
embrién es incubado. De este modo, las temperaturas mas frias, con rangos de 26-
28°C (temperatura promotora de macho, MPT por sus siglas en inglés) favorecen la
produccion de un mayor niumero de machos, y las temperaturas mas calidas, con
rangos de 32-33°C (temperatura promotora de hembra, FPT por sus siglas en inglés)
propician un mayor nimero de hembras. Para cada especie hay una temperatura
pivote (29°C aproximadamente) en la que cada embrion tiene la misma probabilidad
de ser macho o hembra. Se sabe que la temperatura influye en la determinacion de
sexo durante el segundo tercio de la incubacion, lo que se conoce como periodo
termosensible (PST) (Pieau, 1996; Wibbels, 2003). En estas condiciones, la proporcién
de sexos de una poblacion de tortugas marinas solo seria 1:1 si las hembras
distribuyeran los nidos homogéneamente dentro de la totalidad del rango térmico
donde la incubacién es viable. Sin embargo, la mayor parte de las poblaciones de
tortugas marinas presentan una proporcién de sexos muy sesgada a favor de las
hembras, encontrandose proporciones sexuales en neonatos de hasta 5 hembras por
cada macho. Esta desproporciéon esta asociada a la eleccion del sitio para anidar de
las hembras gravidas, en la que influyen dos conductas caracteristicas: 1) Filopatria,
es decir, el arraigo a la playa donde nacieron; hecho que implica que las condiciones
medio ambientales de la playa donde eclosionaron pudieron haber cambiado
drasticamente durante los anos transcurridos hasta volverse sexualmente activas y 2)
Preferencia de playas calidas sobre playas frias, puesto a que a nivel mundial en las
playas calidas se registra un numero mayor de hembras que emergen para anidar. No
obstante, en estudios de proporcion sexual operativa, es decir, de adultos sexualmente
activos en la reproduccion, se ha encontrado una relacion préxima de 1.5 machos por
hembra, es decir, muy diferente de la proporcion de sexos fuertemente sesgada a las
hembras observada entre los neonatos. La explicacion a esta paradoja no se halla en
una mayor mortalidad de las hembras durante la fase juvenil, sino en la propia biologia
reproductiva y en el sistema de apareamiento de las tortugas marinas.

Esta bien documentado que las hembras de las siete especies de tortugas
marinas son poliandricas, es decir, suelen aparearse con varios machos
(FitzSimmons, 1998; Zbinden et al., 2007; Mudsuk et al., 2004; Moore y Ball, 2002),
probablemente para reducir el acoso por parte de otros machos (Joblonski y
Vepsalainen, 1995; Kempeaners et al., 1992), asegurar la fertilizacion en caso de que
algun macho posea esperma de baja calidad (Wagner 1992), o bien para incrementar

la diversidad genética de la descendencia en caso de que mas de un macho fertilice
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los huevos (Wesneat et al., 1984). Por otro lado, las hembras son capaces de
almacenar esperma en su oviducto, al menos en el corto plazo, es decir, lo largo de
una temporada de anidacion, asi como de utilizar esperma almacenado de
temporadas anteriores (Pearse et al., 2002), lo que se ha sugerido representa un
beneficio para las hembras al tener disponible el semen de distintos machos,
independientemente del numero de copulas durante el periodo de apareamiento.
Estas peculiaridades pueden contribuir a la presencia de mas de un padre entre las
crias de una misma nidada, fendmeno conocido como paternidad multiple. Se habla de
paternidad multiple cuando los huevos de un mismo nido han sido fertilizados por
distintos machos.

La frecuencia de paternidad multiple es influenciada por dos tipos de procesos;
1) Procesos precopulatorios como la proporcion sexual operacional y 2) Procesos
postcopulatorios que incluyen almacén de semen, eleccion criptica, asi como la
competencia espermatica (Palacios 2012), y ésta varia segun las especies y entre las
poblaciones de la misma especie, siendo el nimero mas comun de dos padres
(Pearse y Avise, 2001). En el caso de las tortugas golfinas, Lepidochelys olivacea,
Jensen et al. (2006) sugieren que la paternidad multiple depende en gran medida de
los patrones reproductivos, con tasas mucho mas altas en anidaciones masivas que
en anidaciones solitarias, ademas de sugerir que la frecuencia de paternidad multiple
depende principalmente de la abundancia de individuos en el sistema de

apareamiento.
1.2. Tortuga golfina Lepidochelys olivacea

1.2.1. Morfologia

La tortuga golfina (L. olivacea) posee un carapacho casi circular, de amplitud y
longitud similar, tectiforme (en forma de carpa), margenes ligeramente levantados y
con mas de 15 escudos mayores: 5-7 dorsales y 5-7 pares laterales, el par lateral
anterior esta en contacto con el escudo precentral. El plastron cuenta con cuatro
escudos inframarginales, cada uno con un poro muy conspicCUO en su margen
posterior, los cuales son la salida externa de la glandula de Rathke (Marquez, 2002);
esta glandula secreta una sustancia de funcidn desconocida, aunque se ha
hipotetizado que podria estar relacionada con la comunicacién intraespecifica para la
anidacion masiva y sincronizada o “arribada” —caracteristica de las especies de este
género—, actuar como anti-fouling o tener una funcién antimicrobiana (Wyneken, 2001;
Bernardo y Plotkin, 2007). La cabeza es ligeramente triangular, mide en promedio 13
cm y presenta dos pares de escamas prefrontales, el pico corneo no es aserrado, pero

tiene un reborde alveolar interno (Marquez, 1990). Los juveniles presentan dos ufias

4



en cada aleta, la distal durante el crecimiento se reduce en tamafo hasta hacerse casi
imperceptible en los adultos (Marquez, 1976). En los adultos, el carapacho y el
plastron presentan una coloracion verde olivo medio a oscuro y amarillo crema,
respectivamente; por su parte la coloracion en los individuos inmaduros es
dorsalmente gris y ventralmente blanca. La longitud recta del caparazén (LRC) en
adultos es en promedio de 72 cm y el peso tipicamente va de 35 a 50 kg (Eckert et al.,
1999).

1.2.2. Alimentacién

La tortuga golfina tiene una dieta oportunista y omnivora, dependiente del habitat
usado para alimentarse y de la localizacion. Entre los alimentos descritos en su dieta
se encuentran medusas, ctendéforos, salpas, gasterdpodos, bivalvos, peces y algas
(Varo-Cruz et al., 2015).

1.2.3. Reproduccién

Aunque no se conoce con precision la edad a la que L. olivacea madura
sexualmente, se sabe que las hembras generalmente alcanzan una longitud de 60 cm
antes de volverse sexualmente activas y que la edad varia entre 10 y 18 afios con un
promedio de 13 afios (Zug et al., 2006). La anidacidén en la costa americana se
desarrolla de julio a febrero, con el pico en septiembre u octubre. A diferencia de otras
tortugas marinas, la tortuga golfina se reproduce casi anualmente, ya que mas del
60% de las tortugas desovan todos los afos (Marquez 1990). EI comportamiento
reproductivo en esta especie presenta dos estrategias: 1) anidacion solitaria, que es la
forma mas comun e involucra de 40 a 50 hembras anidantes en la playa y 2) anidacién
masiva, una conducta uUnica de esta especie, que llega a reunir a mas de 100 000
hembras durante 2 o 3 noches comunmente cercanas al cuarto menguante (Marquez,
2002); este fendmeno, le confiere el ser considerada la especie de tortuga marina mas
espectacular en cuanto a sus habitos reproductivos.

Las hembras de tortuga golfina, generalmente cavan nidos de 30-55 cm de
profundidad, en donde depositan una media de 110 huevos con un diametro y peso
promedio de 39.7 mm y 34.2 g, respectivamente; ovopositan por lo menos dos o tres
veces en la misma temporada, disminuyendo la cantidad de huevos entre su primer y
ultimo desove; por lo general el primero es mayor a 100 huevos y el ultimo menor que
80 (Herbst, 1999; Marquez, 1976, 2002). El periodo de incubacion tiene una duracion
de 45-50 dias, segun la temperatura del nido. Esta especie presenta una tasa de

eclosion tipicamente alta, que ronda el 75% (Frazier, 1991).



1.2.4. Distribucioén

La tortuga golfina es la especie de tortuga marina mas abundante en la
actualidad; habita en los mares tropicales y subtropicales de todo el mundo y es
abundante en las costas de los océanos Pacifico, indico y Atlantico sur. Esta especie
posee un ambito de distribucion geografica amplio en el Pacifico Oriental, que cubre
desde la Patagonia hasta Alaska, con areas de concentracién en el suroeste de Baja
California, sur de Sinaloa, Michoacan, Guerrero y Oaxaca, en México; asi como en
Guatemala, El Salvador, Nicaragua y Costa Rica. Esta ultima, junto con México,
cuenta con las poblaciones reproductoras mas importantes del continente americano
(Pritchard, 1979; Marquez, 2002).

Las playas de anidacion mas importantes en la actualidad son las de La
Escobilla y Morro Ayuta, Oaxaca, México, las de Ostional y Nancite en Costa Rica, las
de Guiana y Surinam y la de Gahimarta, en el distrito de Orissa en la India (Marquez,
2002).

1.3. Anidacién de tortugas marinas en el sur de Sinaloa, México

En la costa sur de Sinaloa, México, se encuentran las zonas con mayor registro
de anidacién de tortugas marinas del estado, en donde arriban tres de las siete
especies que habitan aguas mexicanas: la tortuga golfina (L. olivacea), la tortuga
prieta (C. mydas agassizi) y la tortuga laud (D. coriacea). Entre las playas de
anidacion del litoral sur de Sinaloa destacan El Verde Camacho, en Marmol de
Salcido, dentro del municipio de Mazatlan y Las Cabras, en el municipio de Escuinapa,
al ser areas en las que se realizan trabajos de monitoreo, conservacion y manejo de
las colonias reproductoras durante todo el afo, gracias al establecimiento de
campamentos especializados para la proteccion de estas especies.

Con trabajos de investigacién sostenida y actividades para la proteccion de nidos
de tortugas marinas desde 1975, El Verde Camacho representa la playa mas
importante para la reproduccion de la tortuga golfina en Sinaloa. En 1986, el area fue
decretada por la CONANP como Zona de Reserva para la Tortuga Marina y en 2002
se recategorizé a Area Natural Protegida, con la designacién de Santuario de Tortugas
Marinas; posteriormente, en 2004 fue decretada como sitio Ramsar bajo el nombre de
Playa Tortuguera El Verde Camacho. Esta es una playa indice para areas de no
arribada de la tortuga golfina (Brisefio-Duefias, 1980), en donde también anidan la
tortuga prieta y de manera esporadica la tortuga laud; ademas, es un habitat de
alimentacion y corredor migratorio de juveniles, subadultos y adultos de la tortuga
carey. Por otro lado, como parte de un esfuerzo por conocer la situacion actual de las

tortugas marinas, Marquez-Millan et al. (2004) realizaron un diagndstico de las playas



de anidacién en el noroeste de México. En éste, se documenta a playa Las Cabras,
como “area con potencial para la anidacion de tortugas marinas” debido a la escasa
anidacién que se registraba en la zona, lo que ha aumentado en los ultimos diez afos
a raiz de los esfuerzos de conservacioén liderados por la UNAM. En esta playa estan
documentadas anidaciones de tortuga golfina, tortuga prieta, y en menor medida de
tortuga laud, cuya presencia se registra ocasionalmente. La época de mayor
abundancia de desoves para ambas playas inicia en julio y termina en noviembre,

aunque pueden ocurrir desoves puntuales esporadicos a lo largo de todo el afo.

1.4. Microsatélites

Los microsatélites (SSR o STR por sus acréonimos en inglés para simple
sequence repeaty short tandem repeat) son secuencias de ADN constituidas por
repeticiones de motivos nucleotidicos de 1 a 6 pares de bases. Debido a su
abundancia, alto contenido de polimorfismo, codominancia, facil deteccion y la
transferibilidad entre los estudios, los microsatélites son marcadores moleculares
ideales para estudios de paternidad (Aggarwal et al., 2004). Algunas de las principales
caracteristicas que hacen que los marcadores microsatélites sean de gran utilidad en
el estudio de genotipificacion es que son abundantes en todos los genomas eucariotas
y que se encuentran distribuidos de manera regular a lo largo del genoma en regiones
no codificantes o intergénicas. Ademas, son codominantes y segregan de manera
mendeliana, es decir, cada individuo presenta un patrén simple de dos secuencias:
una heredada del padre y otra de la madre. Los microsatélites son de especial utilidad
debido a que son altamente polimdrficos, lo que facilita la identificacién de individuos y
a que poseen un elevado grado de variabilidad entre poblaciones (Goldstein y
Schlotterer, 2000). La arquitectura de los microsatélites permite su facil analisis
mediante PCR ya que las secuencias no repetitivas flanqueantes permiten disefar
iniciadores especificos para cada locus y el tamafio del fragmento amplificado indicara
el numero de veces que se repite la secuencia conocida.

Una vez que los alelos maternos para cada microsatélite se han identificado en
las crias de tortugas marinas, los alelos restantes constituyen la contribucién paterna.
La paternidad multiple se puede inferir en la nidada de una hembra por medio de la
presencia de mas de dos alelos paternos, con tres alelos que significa la presencia de
por lo menos dos padres, y cinco alelos que evidencian la presencia de por lo menos
tres padres.

Con este estudio se pretende determinar el sistema de apareamiento de la
tortuga golfina, L. olivacea, en dos playas de anidacion de la costa sur de Sinaloa: El

Verde Camacho, Mazatlan y Las Cabras, Escuinapa, mediante el uso de 5 y 4



microsatélites nucleares, respectivamente, los cuales han mostrado altos niveles de
polimorfismo en estudios previos con poblaciones de tortugas marinas, éstos seran
amplificados a partir de muestras de ADN de hembras anidantes y su descendencia.
Este analisis permitira la reconstruccion del genotipo paterno y con ello evaluar los
niveles de paternidad mudltiple en las nidadas de estas dos colonias de tortugas
marinas, al mismo tiempo permitira estimar la proporcién sexual en los sitios de copula
mediante la identificaciéon de los machos sexualmente activos en el sistema. La
informacion recabada se empleara para la comparacién de los niveles de estos
parametros para esta y otras especies de tortugas marinas estudiadas en distintas
areas.

Para el estudio de la colonia de anidacion de El Verde Camacho, el trabajo de
campo para la colecta del material biolégico, asi como el trabajo de laboratorio para la
amplificacién de los microsatélites fue realizado por la Cand. Dra. Anelisse Barcenas
Ibarra como parte de su proyecto de tesis doctoral titulado: Malformaciones congénitas
en embriones y neonatos de tortuga golfina (Lepidochelys olivacea) y su relacion con
factores ambientales; dirigido por la Dra. Alejandra Garcia Gasca. Posteriormente a
que fue realizado el andlisis de fragmentos, los archivos en bruto del secuenciador
fueron donados para su seguimiento en esta investigacion. Mientras que, para el
estudio de la colonia de anidacion de Las Cabras, el trabajo fue realizado desde la
colecta de muestras hasta el analisis estadistico por los responsables del presente

proyecto.

2. Antecedentes

Los marcadores moleculares se han utilizado en las tortugas marinas para
describir el sistema de apareamiento de las siete especies existentes, mediante el
analisis de la paternidad multiple y el almacenaje de esperma en el oviducto
caracterizado para seis de ellas: C. mydas, C. caretta, L. kempii, L. olivacea, D.
coriacea, y N. depressus (Pearse y Avise 2001; Bowen y Karl 2007; Lee 2008; Jensen
et al., 2013).

La presencia de paternidad multiple ha sido documentada en las crias de todas
las especies de tortugas marinas de la familia Cheloniidea (Kichler et al., 1999; Moore
y Ball, 2002; Ireland et al., 2003; Jensen et al., 2006; Joseph y Shaw, 2011), con
niveles tan altos como del 92% en arribadas de anidaciéon masiva de tortugas golfinas
(Jensen et al., 2006).

Stewart y Dutton (2011), evaluaron el nivel de paternidad mdltiple en las nidadas

de 12 hembras de tortuga laud que ovopositaron en mas de una ocasion a lo largo de
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una temporada de anidacion en el Refugio de Vida Silvestre de Sandy Point en St.
Croix, Islas Virgenes, E.U.A; estas hembras habian anidado en St. Croix por
cantidades variables de tiempo (1 a 19 afos). Para el analisis gendmico se utilizaron
siete marcadores polimorficos para determinar el genotipo de las hembras y 1,019
crias en representacion de 38 nidos (3 a 4 nidadas de cada hembra). Se encontr6 que
las nidadas de siete hembras (58.3%) no mostraron evidencia de paternidad multiple,
mientras que las cinco hembras restantes (41.7%) se aparearon con dos machos cada
una, al evidenciarse por lo menos dos padres entre sus crias. La poliandria en estas
cinco hembras quedé demostrada en todas sus nidadas a lo largo de la temporada de
anidacion. Ademas, se demostrd la viabilidad de la utilizacion de la reconstruccion del
genotipo paterno para caracterizar el componente masculino de la poblacién de
neonatos, asi como para evaluar la proporcion sexual operacional de esta especie
durante las cépulas.

Duran et al. (2015) demostraron que con dos marcadores microsatélites (Cm84 y
Or1) es posible evaluar efectivamente el nivel de paternidad multiple; esto después de
estudiar una poblacion de tortuga golfina con anidacion solitaria en el Golfo de
Fonseca, Honduras. Posterior al analisis evidenciaron la paternidad multiple en seis de
cada ocho nidos muestreados (75%), con un numero minimo de dos padres en cuatro
nidos, y un minimo de tres padres en los dos nidos restantes. Este alto nivel de
paternidad multiple en una pequefia poblacidn con anidacion solitaria observable
sugiri6 que las hembras que anidan en Honduras pudieran venir de playas
nicaraguenses proximales de anidacion masiva. Ademas, se mostré que los estudios
de paternidad multiple se pueden llevar a cabo con eficacia en ausencia de muestras
maternas, y que las muestras mezcladas de ADN de los neonatos de un nido pueden
ser utilizadas como resultados comparables con las muestras individuales de ADN de
cada cria.

Figgener et al. (2015) utilizaron tres marcadores microsatélites para evaluar los
niveles de paternidad multiple de una poblacién de tortuga laud, Dermochelys
coriacea, con anidacion en playa Gandoca, Costa Rica. Con sus analisis no soélo
estimaron que la paternidad multiple es mas comun que en otras poblaciones (22% de
las nidadas), sino también identificaron la presencia de “nuevos” padres en nidadas
sucesivas, lo que sugiere la existencia de copulas durante la temporada de anidacion.

Gonzalez-Garza et al. (2015) genotificaron 12 loci microsatélites de hembras
anidantes de tortugas carey y sus crias, en la peninsula de Yucatan, México, para
evaluar los niveles de paternidad multiple, la variacion genética, y la relacién de los
niveles individuales de homocigosis con el éxito reproductivo. De los nidos analizados,

solo el 6% presentd paternidad multiple. En las nidadas donde se presentd la
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paternidad multiple, un solo progenitor (el padre primario) tendié a ser el responsable
de la mayoria de las fertilizaciones (54-60%); mientras que el padre secundario
contribuyo en 28-46% de las fertilizaciones. En los nidos engendrados por tres padres,
el tercero contribuy6 con el 12% de las muestras analizadas.

Los estudios de telemetria en el género Lepidochelys se han concentrado en la
tortuga lora (L. kempii). Shaver et al. (2005) analizaron los movimientos de 11 machos
de esta especie rastreados por telemetria satelital en las zonas de reproduccién de
Rancho Nuevo, Tamaulipas; y tras observar que solo uno de los 11 machos
monitoreados se desplazd a grandes distancias una vez concluida la temporada de
anidacién en la zona estudiada, mientras que los diez restantes nadaron
multidireccional y linealmente sin alejarse de la costa a no mas de 37 metros de
profundidad, concluyeron que una proporcion significativa de la poblacién masculina
adulta probablemente reside en las proximidades de las playas de anidacién durante
todo el afo y no migra grandes distancias. Esto ocurre en contraste con las hembras
que realizan migraciones reproductivas entre las zonas de alimentacién y anidacion,
comunmente a distancias de varios cientos o miles de kilbmetros, en busca de sitios
con mayor abundancia de alimento, requerido para acumular la suficiente energia para
el proceso de produccion de huevos. Este fendmeno se ha demostrado por telemetria
satelital con hembras adultas de tortuga lora, golfina, verde, caguama, laud y carey
(Byles, 1989; Mysing y Vanselous, 1989; Balazs, 1994; Byles y Swimmer, 1994;
Plotkin et al., 1995; Renaud et al., 1996; Schroeder et al., 1996; Sakamoto et al., 1997;
Hughes et al., 1998; Luschi et al., 1998; Shaver,2001).

Tras estudiar la paternidad multiple de una poblacion de Salmén del Atlantico,
Salmo salar, Moran y Garcia-Vazquez (1998), concluyen que la paternidad multiple es
una manera de aumentar el tamafo efectivo en una poblaciéon y en consecuencia una
forma para mantener la variabilidad genética en las poblaciones con un numero

reducido de adultos.

3. Justificacion

Con el fin de tomar decisiones eficaces en el manejo de recursos naturales y
mejorar los proyectos actuales de conservacion de tortugas marinas en las playas de
anidacién, es importante estimar con precision el tamafo de la poblacion, su
estructura, y el comportamiento reproductivo. Los estudios de paternidad mudltiple
proporcionan informacién valiosa con respecto a patrones de apareamiento y ayudan

en el entendimiento de la estructura de la poblacion (Jensen et al., 2006).
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Tener la capacidad de conocer la dinamica y abundancia relativa de los machos
de tortugas marinas en el sistema de apareamiento en una poblacidon ofrece
importantes ventajas para la determinacion de la viabilidad de la poblacion. Este
elemento es relevante, ya que en la produccion de crias en la mayoria de las playas
de anidacion se ha encontrado un fuerte sesgo hacia el sexo femenino (Godfrey et al.,
1996; Hawkes et al., 2007), por lo tanto, es fundamental comprender si esta proporcion
de sexos se mantiene durante el desarrollo y también se expresa en los sitios de
reproduccion.

Contrario a lo que se podria esperar, la proporcion sexual entre los adultos que
participa en la cépula puede ser afectada de manera significativa por asimetrias de
comportamientos entre los sexos. Por ejemplo, la proporcién de hembras y machos
que estan listos para reproducirse en cualquier temporada de anidacién puede variar.
En especies como el petrel azul (Halobaena caerulea) y el albatros de ceja negra
(Thalassarche melanophrys), las hembras pueden omitir la anidacion en algunos afios
dependiendo de su condicion corporal (Chastel et al., 1995) y su experiencia (Nevoux
et al., 2007) y mientras que los machos estén activos todos los afios se modifica la
proporcion sexual “operativa” durante la cépula. De manera analoga las hembras de
tortugas marinas anidan solo cada dos o tres afos. Este patrén de anidacion se cree
que esta relacionado con la energia; las hembras requieren acceso a sitios ricos en
alimento para almacenar suficiente energia para llevar a cabo su migracién
reproductiva, asi como producir cientos de huevos ricos en lipidos. Los machos, sin
embargo, no estan limitados por el requerimiento de energia masiva para la
produccion de huevos, y so6lo necesitan almacenar suficiente energia para desplazarse
a las areas de reproduccién, que suelen ser distancias mucho mas cortas que las
recorridas por las hembras, debido a que se mantienen en sitios mas cercanos a las
zonas de apareamiento durante todo el aio. La consecuencia de estos requerimientos
energéticos menores se manifiesta en que en las tortugas verde, laud y caguama, los
machos son capaces de regresar a la zona de reproduccion anualmente (Godley et al.,
2002; James et al., 2005; Hays et al., 2010), con implicaciones para las proporciones
de sexos en la reproduccién. Por ejemplo, la mas corta periodicidad de los ciclos
reproductores en machos puede compensar los efectos de una poblacion de
subadultos sesgada a las hembras, y resultar en una proporcion de sexos operacional
cercana a 1:1. Tener una estimacidon mas exacta de la proporcién operacional de
sexos para las poblaciones de tortugas marinas, ayudara en el desarrollo de planes de
gestion y recuperacion basados en un mejor conocimiento cientifico, al tiempo que

permitira evaluar mejor las amenazas a la viabilidad de la poblacién.
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Las técnicas con marcadores moleculares microsatélites, conocidas
popularmente como huellas de identificacion individual del ADN, se han usado para
evaluar la genealogia y la posibilidad de paternidad mudultiple en las nidadas de
diferentes especies de tortugas marinas (FitzSimmons, 1998). Las comparaciones en
secuencias de ADN pueden aportar datos importantes sobre la historia de las tortugas
marinas y varios aspectos de su comportamiento reproductivo y ecologia. Por ejemplo,
los marcadores moleculares basados en ADN mitocondrial (ADNmt) proporcionan
datos sobre el linaje materno y dispersion de poblaciones. Los analisis de ADN nuclear
(ADNnN) pueden revelar el nivel de flujo genético proporcionado por los machos y sus
habitos reproductivos con hembras de diferentes zonas de anidacién. También dan luz
sobre el tema de la variacion de paternidad en cada nido (Kichler y Holder, 2007). Los
datos genéticos aportan informacion de conductas dificiles de observar en las tortugas
marinas, por ejemplo, el hecho de encontrar diferentes perfiles genéticos entre las
crias de un mismo nido permite inferir que las hembras se aparean con mas de un
macho (FitzSimmons, 1998) e inclusive permitirian mediante pruebas de paternidad,
rastrear a los machos y el origen de estos.

Por lo anterior y puesto que el objetivo principal de esta investigacion es
determinar el sistema de apareamiento de la tortuga golfina en dos colonias de
anidaciéon de la costa sur de Sinaloa: El Verde Camacho, Mazatlan y Las Cabras,
Escuinapa, mediante el uso de microsatélites nucleares, se contribuira en el
entendimiento de los habitos reproductivos de esta especie. Sera posible determinar la
incidencia de paternidad multiple en las crias durante una temporada de anidacion y
los genotipos paternos deducidos podran aportar datos concernientes a la proporcion
de machos que participan en la fecundacién. Los resultados obtenidos para estas
colonias de tortuga golfina, podran ser comparados con los datos existentes para la
misma especie estudiada en distintas zonas y extrapolados a otras especies, con lo
que esta investigacion podra convertirse en un punto de referencia para estudios
similares futuros, lo que coadyuvara a llenar los vacios en el conocimiento sobre la
proporcion sexual operativa en las tortugas marinas.

La informacion obtenida con este estudio permitira una mejor comprension de la
dindmica poblacional de las tortugas golfinas, e invariablemente tales acciones se
traduciran en un beneficio para la especie; debido a que los planes de manejo actuales
estan basados en la proteccion de los nidos y en la obtencién de un mayor numero de
individuos, sin tomar en cuenta el estado y origen de estos. Las herramientas
moleculares, en particular el uso de microsatélites, han demostrado ser muy efectivas

en estudios poblacionales de especies silvestres, por lo que su uso en la presente
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investigacion permitira ampliar la informacion actual sobre la tortuga golfina, L.

olivacea.

4. Preguntas de investigaciéon

En las colonias de tortuga golfina que anidan en la costa sur de Sinaloa,

especificamente en las playas de conservacion El Verde Camacho, Mazatlan y Las

Cabras, Escuinapa:

¢,Cual es la incidencia global de paternidad multiple en sus nidadas?

¢, Cual es el numero promedio de padres por nido entre las nidadas de estas
colonias?

¢,Cual es la proporcién sexual operacional?

¢, Como se comparan los resultados para estas playas con los de estudios

previos con la misma y otras especies estudiadas en distintas areas?

5. Objetivos

General:

Determinar el sistema de apareamiento de la tortuga golfina, Lepidochelys

olivacea, en dos colonias de anidacion de la costa sur de Sinaloa: El Verde Camacho,

Mazatlan y Las Cabras, Escuinapa, mediante el uso de marcadores microsatélites

nucleares.

Especificos:

o0 Determinar la incidencia de paternidad mudultiple en las nidadas de la tortuga

golfina Lepidochelys olivacea durante una temporada de anidacién en las
playas de conservacion ElI Verde Camacho, Mazatlan y Las Cabras,
Escuinapa, ambas pertenecientes al litoral sur de Sinaloa.

Determinar la variacion en el numero de padres que contribuyen a las nidadas
con paternidad multiple.

Utilizar los genotipos paternos deducidos para estimar la proporcién sexual en
la reproduccion de estas colonias de tortugas marinas.

Comparar los niveles de paternidad multiple y proporcién de sexos para ambas
colonias de tortuga golfina con los de la misma y otras especies estudiadas en

distintas zonas.
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6. Area de estudio

Las actividades de campo para la ejecucion de este proyecto se llevaron a cabo
de en dos playas de conservaciéon de tortugas marinas de la costa sur del estado de
Sinaloa, al noroeste de México: El Verde Camacho, en la sindicatura de Marmol de
Salcido, municipio de Mazatlan y Las Cabras, en el municipio de Escuinapa. Estas
playas de anidacion se encuentran separadas por una distancia aproximada de 109 km
(Figura 1). Ambas zonas forman parte de la Llanura Costera del Pacifico, provincia
geoldgica caracterizada por el desarrollo de una planicie construida por la modificacién
de deltas que avanzan paulatinamente hacia el oeste formados en las desembocaduras
de los rios Mayo, Fuerte, Sinaloa, Culiacan, San Lorenzo y Mocorito; este relieve se
compone de grandes llanuras de inundacion, lagos y pantanos alineados paralelamente

a la costa.

Playa
“El Verde Camacho”

R X\ Playa
~ %
“~. “LasCabras”
-~

\\

Figura 1. Localizacién de los sitios de muestreo: El Verde Camacho, Mazatlan, Sin. y Las Cabras,
Escuinapa, Sin.

El trabajo de campo para el estudio de ambas colonias de anidacion incluyo
patrullajes nocturnos para la localizacion de las hembras gravidas durante su arribo a
la playa, la toma de muestras sanguineas a las mismas una vez completada la
ovoposicion, el trasporte de los huevos de cada madre a nidos protegidos (cajas de
poliestireno o nidos de arena resguardados dentro de un corral protegido con
alambrada) y el muestreo de las crias una vez completado el periodo de incubacion.

A continuacién, se describe la ubicacion exacta, asi como aspectos generales de

cada playa de anidacion.
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6.1. Playa El Verde Camacho, Mazatlan, Sinaloa

El Santuario de tortugas marinas El Verde Camacho, se ubica en la sindicatura
de Marmol de Salcido, perteneciente al municipio de Mazatlan, Sinaloa. El centro
aproximado de esta playa se encuentra en las coordenadas 23°22'10"N, 106°30'52"W,;
y se delimita desde Punta Cerritos a Punta Gruesa (Marmol), de oeste a este abarca
desde la isolinea batimétrica de las 5 brazas al contorno de la maxipista Mazatlan-
Culiacan. Cuenta con una superficie aproximada de 6,450.26 ha y 25 km en el
perimetro costero, correspondientes al 31% de la extensién litoral del municipio de
Mazatlan. El area contigua a la playa de anidacion cuenta con nueve sistemas
estuarinos y marismas de tamano variable, que al conectarse temporalmente al mar
aportan un pulso significativo de energia a la zona costera adyacente. El humedal
costero de mayor tamafio es El Verde, alimentado por el flujo estacional del Rio
Quelite. Esta gran riqueza de humedales de agua dulce, salobre y marina, son
utilizados como area de reproduccion, crecimiento, refugio y alimentacion por una alta
diversidad de especies, entre las que destacan: aves residentes y migratorias, otros
reptiles ademas de las tortugas y mamiferos terrestres clasificados como especies en
riesgo (CONANP). En el perimetro de esta playa se encuentra el campamento de
Conservacion de tortugas marinas que lleva el mismo nombre, ubicado en las
coordenadas 23°26'33"N, 106°34'57"W. Las instalaciones de este campamento fueron
utilizadas para la incubacion de las nidadas pertenecientes a las madres bajo estudio

de esta colonia de tortugas golfinas, L. olivacea.

6.2. Playa Las Cabras, Escuinapa, Sinaloa

La playa de anidacion de tortugas marinas Las Cabras, se localiza en el
municipio de Escuinapa, al sur de Sinaloa. Se encuentra ubicada en las coordenadas
22°42'19"N, 105°51'569"W; limitada al norte por la boca del Rio Baluarte y al sur por la
boca del estero de Teacapan. Se constituye por una barra arenosa de 40 km de
extension; y aunque tradicionalmente se le conoce como playa Las Cabras, la zona
también es conocida como Barra de Teacapan. Dentro de este espacio se encuentra
el campamento FONATUR-SINALOA ubicado en el Centro Integralmente Planeado
(CIP), en el predio denominado Las Cabras, el cual tiene una extension de 12 km de
costa, cuenta con una superficie de 2,381 hectareas y se situa en las coordenadas
22°44'45"N, 105°54'35"W; en dicho campamento se efectud la incubaciéon y monitoreo
de los huevos cuyas madres fueron muestreadas para el analisis de esta colonia de

anidacion.
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7. Materiales y Métodos

7.1. Infraestructura y Recursos Materiales.

Los campamentos tortugueros El Verde Camacho y FONATUR-SINALOA,
cuentan con un corral y una sala equipada con cajas de poliestireno para la incubacion
y proteccion de los huevos colectados durante los patrullajes de busqueda de hembras
anidantes y nidos; en dichos espacios los nidos de las hembras muestreadas para este
estudio fueron incubados con la finalidad de esperar el momento de la eclosion y
proceder a la toma de las muestras de tejido con el equipo pertinente para tal tarea
(jeringas, navajas para bisturi, pinzas, guantes de latex, agentes desinfectantes vy
hemostaticos, etc.).

El trabajo de laboratorio para la muestras de la colonia de anidacion de El Verde
se llevé a cabo en el laboratorio de Ecologia Molecular del Centro de Investigacion
Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada, Baja California (CICESE) bajo la
supervision del investigador responsable de este laboratorio, el Dr. Axayacatl Rocha;
mientras que las actividades de laboratorio para las muestras de Las Cabras fueron
ejecutadas en el laboratorio de Genética, del Instituto de Ciencias del Mar y
Limnologia, Unidad Mazatlan, a cargo del Dr. Alberto Abreu Grobois; en ambos
laboratorios se contd con el equipo y los materiales necesarios para conservar, extraer
y amplificar el ADN por medio de PCR (Polymerase Chain Reaction), con el uso de
microsatélites nucleares. Los productos de la PCR fueron enviados a los laboratorios
de Macrogen (Seul, Corea del Sur), en donde llevaron a cabo el analisis de fragmentos
de ADN; Macrogen es una empresa global de ingenieria cientifica que ofrece servicios
de anadlisis de ADN en alta calidad utilizando tecnologia de punta en robdtica e

instrumentacion, a un costo accesible y con un tiempo de respuesta muy competitivo.
7.2. Trabajo de campo

7.2.1. Muestreo de hembras anidantes

Para la obtencién del material biolégico de la colonia de El Verde, los muestreos
se realizaron durante la temporada de anidacion 2012, entre los meses de julio y
diciembre, mientras que para la colonia de Las Cabras el muestreo se efectué a lo
largo de la temporada de anidacion 2016, comprendida de junio a diciembre bajo los
permisos de colecta cientifica No. SGPA/DGVS/04218/12 y SGPA/DGVS/06615/14 de
la Direccion General de Vida Silvestre, de la Secretaria del Medio Ambiente vy
Recursos Naturales (SEMARNAT), para El Verde y Las Cabras, respectivamente.

Diariamente se realizaron recorridos entre las 20:00 y 04:00 hrs con el propdsito

de localizar hembras en proceso de desove; una vez terminada la ovoposicion se
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examinaron las aletas delanteras en busca de marca de identificacién y en caso de
presentarla se registraba el cédigo. Para aquellas hembras sin marca, fue colocada
una placa de titanio de numeracion ascendente en la aleta delantera izquierda, con el
fin de identificarlas en proximas anidaciones; las marcas fueron obtenidas mediante la
CONANP. Posteriormente para cada hembra se tomaron medidas morfométricas,
entre ellas largo curvo del caparazén (LCC, cm), ancho curvo del caparazon (ACC,
cm) y peso (kg), asi como otros datos pertinentes a la nidada tales como numero de
huevos, ubicacion del nido, hora de puesta, etc.

Para la toma de muestra de las madres se extrajeron de 5 a 7 ml de sangre del
seno cervical dorsal, la vena yugular externa se encuentra relativamente dorsal y
superficial en el cuello. EI musculo cervical (= esplenio de la cabeza) y los musculos
cervicales transversales son buenos puntos de referencia dorsales para la yugular
externa. Estos musculos son evidentes desde el exterior y estan a cada lado de los
vasos; la yugular externa se encuentra al fondo y entre ellos, y medial al musculo
cervical transversal. Esta zona fue previamente lavada con agua y limpiada con etanol.
Para las hembras de El Verde la extracciéon se realizé de acuerdo con Owens y Ruiz
(1980) mediante jeringas desechables de 21” de dos extremos (BD Vacutainer®) y
tubos Vacutainer con heparina de sodio (BD Vacutainer®). Por su parte, para las
hembras de Las Cabras se utilizaron jeringas esterilizadas de 10 ml con aguja 20G de
0.9 mm X 32 mm. Una vez insertada la aguja en la zona se procedi6é a la extraccion.
Al finalizar, a cada hembra se le aplico violeta de genciana sobre la herida para reducir
el riesgo de infeccion. La sangre se diluyé en 8.6 ml de buffer litico y se preservé a
temperatura ambiente hasta su almacenamiento bajo congelacion de acuerdo con
White y Densmore, 1992; cada tubo se etiqueto con la marca de identificacion de la
hembra. En la Figura 2, se presenta parte del procedimiento para el muestreo de las

hembras anidantes.

=,

Figura 2. Procedimiento para el muestreo de hembras anidantes. A) Marcado con placas metalicas en
aleta delantera izquierda. B) Registro de medidas morfométricas. C) Extraccion sanguinea del seno
cervical dorsal.
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Del total de sangre extraida para cada hembra de Las Cabras 2 ml fueron
almacenados para el desarrollo de este proyecto y el resto se preservé para el
proyecto de tesis doctoral de la Cand. Dra. Yazmin Segura Garcia, titulado “Efectos de
la contribucion materna, la temperatura y el método de incubacion sobre la biometria y
el desempeno locomotor en crias de tortuga golfina, Lepidochelys olivacea”; puesto a
que esta actividad se ejecutdé en conjunto para ambos proyectos, igualmente
desarrollados en el laboratorio de Genética, del Instituto de Ciencias del Mar y
Limnologia, Unidad Mazatlan. El propdsito de muestrear a los mismos individuos (tanto
madres como crias) es que la presente investigacion pueda contribuir con informacion
sobre posible efecto de la contribucion paterna sobre las caracteristicas biométricas y
de desempefio locomotor de las crias, aspectos que son analizados en el estudio de
tesis de doctoral de la Cand. Dra. Yazmin Segura.

Posteriormente a que las hembras fueron muestreadas, los nidos fueron
colectados y transportados a los campamentos de conservacion. En el caso de las
nidadas de El Verde estas fueron depositadas en cajas de unicel de acuerdo con
Mortimer (1999). La caja de unicel fue etiquetada con la marca de identificacion de la
hembra (p. ej. EV1081-1) y colocada en la sala de incubacion hasta su eclosion y
analisis. Por su parte para las nidadas de Las Cabras los huevos de cada nido fueron
distribuidos en tres distintos métodos de incubacién: corral, cajas de poliestireno y
playa (nidos in situ).

Para la colonia de El Verde se colectaron en total muestras de 37 madres; si una
hembra era avistada por segunda y/o tercera vez, de ser posible, los nidos se
colectaron y etiquetaron con el mismo sistema, pero indicando si era la segunda o
tercera puesta de la madre (p. ej. EV1081-Il o EV1081-lll, respectivamente). De tal
modo que de las 37 hembras muestreadas de 23 se colecté una nidada, de 13
hembras 2 nidadas y de una hembra se lograron colectar 3 nidadas (Figura 3), esto
sumo un total de 52 nidadas muestreadas para esta colonia. EI nUmero de hembras
para las que se colectaron mas de una nidada resalta el esfuerzo de muestreo

realizado en esta playa.
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Figura 3. Numero de nidadas muestreadas por hembra para la colonia de
anidacion de Lepidochelys olivacea, de El Verde.

De la colonia de anidacion de Las Cabras se colectaron en total muestras de 18
madres, de las cuales se colecto una nidada, puesto a que estas 18 hembras anidaron

una sola vez durante la temporada.

7.2.2. Muestreo de crias

Para el muestreo de las crias de la colonia de El Verde, de cada nidada se
tomaron todas las crias (neonatos o embriones) con malformaciones congénitas, asi
como los gemelos presentes, ademas de dos controles que consistieron en neonatos
y/o embriones muertos por causa natural y sin malformaciones externas; de esta
manera el nimero de individuos muestreados en cada nido fue variable. En total se
colectaron muestras de 189 crias (dispersas en 1 a 3 nidadas por hembra). Las crias
se colectaron completas con excepcion del vitelo; para la extraccion de ADN, de cada
una se tomd una porcién de tejido de la parte posterior del cuello y se almacend en
una bolsa de plastico sellada. Los tejidos restantes se dividieron en dos partes y se
distribuyeron en bolsas separadas para otros analisis. Una vez que los tejidos fueron
separados se preservaron a -20°C hasta su analisis.

La etiqueta de identificacion de las crias de El Verde quedé compuesta de la
marca de identificacion de la madre, seguido de un nimero romano que indico el
numero de puesta de la hembra y una clave de referencia al estado de cria (Ej.
EV1811-1_E38M).
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Por su parte para la colonia de Las Cabras, una vez cumplido el periodo de
incubacién (45 dias aproximadamente), se seleccionaron al azar de 20 a 30 neonatos
vivos de cada nido, no obstante, para las nidadas de algunas hembras también se hizo
uso de crias que murieron en distintas fases embrionarias, asi como de neonatos
muertos durante la emergencia del nido; de esta manera se colectaron muestras de
314 crias vivas y 85 muertas, sumando un total de 399 crias muestreadas para esta
colonia.

Para el muestreo de crias vivas, los neonatos seleccionados fueron colocados
sobre un tablero de polietileno desinfectado, manteniendo las aletas delanteras
apoyadas en posicion horizontal
contra el tablero. Los ojos de los
neonatos fueron protegidos para
aplicar alcohol isopropilico como
agente desinfectante en el punto
de extraccién de tejido. Para la
biopsia se utilizaron navajas de

bisturi No. 11 estériles; la porcién

de tejido fue tomada del escudo

. ) Figura 4. Muestreo de neonatos vivos. A) Toma de la
marginal asociado al tercer escudo  porcion de carapacho con navaja de bisturi. B) Vista lateral

. . de la zona de corte (incisién triangular del escudo marginal
lateral (Figura 4). Inmediatamente  asociado af tercer escudo lateral).

después de la biopsia se aplicé un agente hemostatico (sulfato de aluminio al 56%) en
la zona del corte para prevenir el sangrado. Los neonatos se mantuvieron bajo
observacidon por aproximadamente 1 hora para descartar anomalias en el
comportamiento y posteriormente fueron liberados en la playa para su ingreso al mar.
Por su parte para el muestreo de crias muertas, en el caso de neonatos muertos y de
embriones con un estado de desarrollo avanzado se extirparon las aletas delanteras y
traseras, y en el caso de embriones en etapa 1 y 2 se preservéd al embrién completo.
Cada muestra se almacen6 en un tubo Eppendorf con solucion SED (DMSO, sal
saturada y EDTA).

La asignacion de una etiqueta de identificacion para los individuos de Las
Cabras, comprendié en el caso las madres, la numeracion de su nido, la cual fue
establecida de acuerdo con el numero de nido recolectado en el campamento de
conservacion FONATUR-SINALOA desde el inicio de la temporada de anidacion,
seguida la letra M (Madre) acompanada del niumero que le fue asignado a cada
hembra del estudio (ej. 198-M5); por su parte para las crias la etiqueta quedd
compuesta de la numeracion correspondiente a su nido seguida del numero de cria

muestreada para esta investigacion (ej. 198-1, 198-2, 198-3). Las muestras fueron
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transportadas al laboratorio de Genética del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia,

Unidad Mazatlan, donde fueron almacenadas a -20°C hasta su posterior analisis.

7.3.

Extraccion de ADN

Para la extraccion del ADN de las muestras colectadas de ambas colonias se

utilizé el Protocolo de Extraccion de ADN de sangre y tejidos de vertebrados, utilizando
cloruro de litio (LiCl) de Gemmell y Akiyama (1996).

1)

2)

3)
4)

5)
6)
7)

8)
9)

Cortar la biopsia con una navaja tan finamente como sea posible. En el caso de
sangre en buffer de lisis, tomar 200 yl de sangre. Si la sangre esta congelada
sera mas sencillo tomar este volumen raspando el material congelado y
transferirlo a un tubo vacio para medir el volumen aproximado contra las
marcas a cada lado del tubo.

Colocar el tejido en un tubo Eppendorf de 1.5 ml y agregar 350 pl de buffer de
extraccion (100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, 1% SDS, 10 mM EDTA, pH 8.0).
Asegurarse de que no quede nada de tejido alrededor de la boca del tubo. Si
es sangre, aforar a 400 pl con buffer de extraccion.

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

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

Agregar 300 pl de LiCl 5M y agitar a temperatura ambiente por un minuto.
Agregar 600 pl de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y agitar brevemente.
Mezclar en rotador a temperatura ambiente durante 30 minutos
aproximadamente.

Centrifugar a maxima velocidad por 15 minutos.

Extraer con pipeta 500 pl de la capa acuosa (parte superior) y transferir a un
nuevo tubo Eppendorf de 1.5 ml. Tener cuidado de no extraer material de la

interface (capa media).

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

11) Invertir el tubo varias veces y colocarlo en el congelador a -20° por lo menos

una hora (o 30 minutos a -80°).

12) Centrifugar a maxima velocidad por 20 minutos. Para obtener mayor cantidad

de ADN puede ponerse una centrifuga pequena en el refrigerador (4°C).

13) Remover el liquido del tubo con cuidado de no perder el pellet de ADN

formado.

14) Agregar 750 pl de etanol al 70% y mezclar por 15 minutos a temperatura

ambiente.

15) Centrifugar a maxima velocidad por 5 minutos.

21



16) Remover el etanol con sumo cuidado.

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

18) Agregar 50 ul de TRIS pH 8.0 para resuspender el pellet. Si se nota que hay

mucho ADN se debe aumentar la cantidad de TRIS.

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

temperatura ambiente.

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

21)Calentar las muestras a 95°C por 4 minutos y al finalizar pasarlas

inmediatamente a hielo 0 a su almacenamiento bajo congelacion.

Como un procedimiento adicional y con el fin de potenciar la calidad de

nuestros productos, algunas de las muestras fueron purificadas mediante el uso de

silica re suspendida; para este paso, en nuestro laboratorio se desarrollé un protocolo

de purificacion, mismo que fue realizado con el apoyo del Dr. Raul Llera Herrera, quien

nos brind6 asesoria y proporcioné los reactivos necesarios para el desarrollo de esta

técnica. Dicho protocolo es descrito a continuacion:

1)

2)

3)

4)

5)

6)
7)

8)
9)

Agregar 200 ul de Buffer GT (ver Anexo 1) y 5 ul de silica resuspendida, agitar
brevemente con ayuda de un vortex hasta disolver la silica, y permitir que esta
ultima se re-suspenda por 3 -5 minutos.

Centrifugar de 4000 - 6000 RPM por 2 minutos o de 10000 - 13000 por 1
minuto o hasta observar un pellet de silica al fondo del tubo.

Decantar el sobrenadante cuidadosamente con la finalidad de no perder el
pellet.

Agregar 500 ul de Buffer de lavado (ver Anexo 1) y dar vortex por 5 segundos
aproximadamente.

Centrifugar de 4000 a 13000 por 1-2 minutos (verificar que se forme el pellet de
silica al fondo del tubo).

Decantar el sobrenadante cuidadosamente.

Repetir lavados (paso 4 a 6); retirar todo residuo de buffer de lavado con pipeta
de 100 pl.

Evaporar el etanol residual dejando el tubo abierto por 4-5 mins

Para la elucion del ADN, agregar 15-30 ul (en muestras de tejido con
abundante cantidad de ADN, se puede eluir en mayor volumen) de TRIS (pH
8.0) previamente equilibrado a temperatura ambiente (lo que maximizara la

elucién). Agitar con la ayuda de un vortex por 5 segundos aproximadamente.

10) Permitir que la mezcla repose 5 minutos.
11) Centrifugar de 4000 a 13000 por 2 minutos.
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12) Tomar muy gentilmente el tubo de la centrifuga e inmediatamente transferir a
un nuevo tubo Eppendorf de 1.5 ml la mayor cantidad de posible de
sobrenadante teniendo sumo cuidado de no extraer restos del pellet de silica
(lo que podria interferir en reacciones futuras como PCRs).

Tras el proceso de extraccién y purificacion de ADN, los productos fueron
corridos en geles de agarosa al 1% a un promedio de 50 mA durante una hora;
posteriormente fueron analizados por transiluminacién UV con un densitometro
fotografico. Las fotografias obtenidas fueron editadas con el software ImagedJ con el
objetivo de realizar el analisis de densitometria. Para estimar la concentraciéon de ADN
en las muestras en ng/ul se empled el modelo de regresion de Chapman-Richards.

La concentracion de ADN se comprobd con lecturas de 1 ul de muestra en un
NanoDrop 200c¢ espectrofotometro UV-VIS (Thermo Scientific, MA), en donde también
fue evaluada la pureza del ADN obtenido mediante el calculo de la relacion de

absorbancia 260/280. Finalmente, las concentraciones fueron normalizadas a 25 ng/pl.

7.4. Analisis del ADN con microsatélites nucleares

Con la finalidad de optimizar la amplificacion de los microsatélites empleados
para el andlisis de estas colonias, se opté por utilizar el sistema de marcado con
fluorescencia de primers. Esta estrategia de PCR propuesta por Oetting et al., 1995,
promueve la utilizacion de primers con “cola”; en esta técnica se emplea un triplete de
primers conformado por un primer forward especifico para la especie estudiada con
una cola oligonucleotidica en su extremo 5’, un primer reverse especifico no alterado y
un oligonucledtido idéntico a la cola 5’ del primer forward marcado con un fluoréforo.
La cola es una secuencia de ADN universal que no forma parte del genoma del
individuo examinado, razén por la cual no interfiere con los otros primers durante la
amplificacion.

Durante los primeros ciclos de la PCR, el fragmento deseado es amplificado con
el primer forward con la cola olginucleotidica y el primer reverse; asi la secuencia de la
cola queda incorporada en la reaccion. Para esta primera fase, el primer forward es
suministrado a una concentracién reducida (1:4 aproximadamente) con relacion al
resto del triplete. En el siguiente conjunto de ciclos, cuando el primer forward se agota,
la temperatura de hibridacion desciende, lo que permite que la cola con el fluoréforo
pueda hibridar con los productos de PCR presentes y actuar como primer; de esta
manera se alinea con la secuencia de la cola del primer forward y, junto con el primer
reverse, amplifica el fragmento y al hacerlo incorpora el marcador fluorescente

asignado a los productos resultantes (Schuelke, 2000) (Figura 5).
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Figura 5. Diagrama de marcado con fluorescencia de microsatélites. (Adaptada de Culley et al., 2013: Fig. 1).

Para cada colonia de anidacion se utilizaron protocolos de amplificacion con

algunas variantes, los cuales se describen a continuacion.

7.4.1. Amplificacion de microsatélites para la colonia de El Verde

Para la colonia de Anidacién de El Verde, se utilizd el protocolo amplificacién de
microsatélites marcados con fluorescencia propuesto por Arruda et al. (2010), quienes
sugieren el uso del primer universal M13 (-21) (TGTAAAACGACGGCCAGT), una
secuencia derivada de un bacteriéfago que infecta a Escherichia coli, la cual presenta
nula o poca homologia con los genomas conocidos actualmente; este hecho reduce
amplificaciones inespecificas principalmente para genomas pequefios, los cuales
puedan resultar en interpretaciones erroneas de los resultados. El uso de esta técnica
tiene ventajas sobre otros protocolos porque provee la habilidad de trabajar
unicamente con la cola M13, lo que evita la necesidad de usar diversas secuencias
para el proceso de marcaje fluorescente. Asi, para multiples propdsitos, la Unica
condicion necesaria es cambiar los tintes fluorescentes para marcar los diferentes
productos de PCR de cada microsatélite. Arruda et al. (2010) proponen para este
protocolo, la amplificacién de diversos marcadores mediante reacciones “simplex”;
método que implica la preparacion de n reacciones individuales o “simplex” para los n
loci que se desee amplificar. Posteriormente los productos resultantes de cada

reaccion “simplex” se mezclan en un mismo tubo. De esta manera se finaliza con una
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sola reaccion que contienen todos los loci amplificados de manera individual, cada uno

etiquetado con su respectivo dye (Figura 6, ejemplo para la amplificacién de 4 loci).

Locus 1 Locus 2 Locus 3 Locus 4
*Primer F+M13  *Primer F+M13  *Primer F+M13  *Primer F + M13
* Primer R * Primer R * Primer R * Primer R

* M13 + FAM *M13 + VIC * M13 + PET *M13 +

U

Figura 6. Reaccion "simplex" para el andlisis de 4 loci.

4 Loci
= Distintosi@llores

4 reacciones individuales

Para el estudio de la colonia de anidacion de El Verde, se amplificaron 10
microsatélites dinucleotidos de la serie OR de Aggarwal et al. (2004), distribuidos en
dos paneles de estudio: OR20, OR22, OR11, OR16 y OR14 asociados al panel 1
(Tabla 1) y OR9, OR7, OR1, OR2 y OR4 asociados al panel 2 (Tabla 2). La cola M13
fue marcada con cuatro fluoréforos en su extremo 5’: FAM, VIC, PET y NED.

Los microsatélites se fueron amplificados, en reacciones de PCR de 10 pl que
contenian 2 pl de dH2O (Milli-Q estéril), 4 yl de dNTPs, 1.5 uyl de 10x PCR buffer (1.5
mM MgCI2) 0.3 ul de Primer forward + cola M13 (10 Mm), 0.3 ul de Primer reverse (10
Mm), 0.1 ul de Taq y 1.4 ul del templete de ADN.
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Tabla 1. Panel de estudio 1 para el analisis de paternidad multiple de Lepidochelys olivacea, en El Verde Camacho, Mazatlan, Sinaloa.

Dye lus |cola5'|F/R Primer sequence (5' - 3') Tm %GC long pb
OR-20 | M13 F TGTAAAACGACGGCCAGTTCACGAACATCAGCAAAATTATT 57.31 30 23 110 - 124+
R GTCCCATCCCCTCCACCA 62.58 67 18
F TGTAAAACGACGGCCAGTAAGTCCTGTTGAATCCTGCCATAG 61.46 46 24
OR-22 M13 217 - 247+
R GGTTAGATATAGGAGGTGCTGATGTTA 58.94 41 27
viC OR-11 M13 F TGTAAAACGACGGCCAGTTGAGCACTGCAAATGGAGGATGGT 67.72 50 24 182 - 2427
R AGTGCCTGATTCTTCGAGTTGCTGAG 66.79 50 26 166 - 204*
OR-16 M13 F TGTAAAACGACGGCCAGTCAAGGTTAGATATAGGAGGTGCTGATGT 61.82 43 28 220 - 252+
R CCTGCTTTGAATCCTGCCATAGTAATC 64.68 44 27 136 - 264*
F TGTAAAACGACGGCCAGTAGTGCCAGGGAGGGTGATTG 63.12 60 20 147 - 201+
NED OR-14 M13 *
R CCCTGAGTTTTTCTGTTTCCCCTA 62.46 46 24 116 - 200

T Informacion reportada por Aggarwal et al. (2004).

*Informacioén obtenida en nuestro laboratorio para la colonia de El Verde.
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Tabla 2. Panel de estudio 2 para el analisis de paternidad multiple de Lepidochelys olivacea, en El Verde Camacho, Mazatlan, Sinaloa.

Dye |locus| cola5' | F/R Primer sequence (5' - 3') Tm %GC long pb
OR7 M13 F TGTAAAACGACGGCCAGTGGGTTAGATATAGGAGGTGCTTGATGT 61.7 44 27 185 - 219+
R TCAGGATTAGCCAACAAGAGCAAAA 63.88 40 25
F TGTAAAACGACGGCCAGTGCCCCCACCGAGGACAAAAG 66.74 65 20
OR-9| M13 150 - 174+
R TTTTCACTCAACCTGTAATCCACCTCAT 64.62 39 28
F TGTAAAACGACGGCCAGTTCCCCTTGTGTTCTGAAATCCTATGA 64.6 42 26 150 - 202+
VIC OR-1 M13 *
R CAGGCATAGGGAAAAATCAGAGGTA 62.4 44 25 212-244
OR-2 M13 F TGTAAAACGACGGCCAGTGCTCCTGCATCACTATTTCCTGTT 61.59 46 24 153 - 185t
R TGCTGCCCCCACACCCTCTG 69.72 70 20 162 - 198*
F TGTAAAACGACGGCCAGTAGGCACACTAACAGAGAACTTGG 58.44 48 23 122 -172%
NED | OR-4| Mi13 .
R GGGACCCTAAAATACCACAAGACA 61.07 46 24 144 - 186

T Informacion reportada por Aggarwal et al. (2004).

*Informacién obtenida en nuestro laboratorio para la colonia de El Verde.
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El programa de termociclador que fue utilizado es una adaptacion del programa
de PCR de dos pasos empleado en el laboratorio del Dr. Axayacatl Rocha, el cual es
detallado en la Tabla 3. Durante la ejecucion de este programa, se siguidé la
recomendacion sugerida por Arruda et al. (2010), que consistid en pausar el proceso
de la PCR en los ultimos 10 ciclos, momento en el cual se agregé a cada una de las
reacciones el primer M13 marcado con los distintos fluoréforos; este paso resulta en
una optimizacion considerable de la amplificacion, la cual se logra debido a que en las
ciclos finales existe poca competencia entre los primers y por ende el primer universal
tiene poco tiempo para generar amplificaciones inespecificas, debido a ello su uso se
limita solamente a marcar con fluorescencia los fragmentos amplificados.

Tabla 3. Programa de termociclador utilizado para la amplificacion

de los microsatélites de la serie OR de Aggarwal et al. (2004), para
la colonia de anidacion de El Verde.

Programa PCR de 2 pasos
ciclos etapa tiempo | temperatura
1 Desnaturalizaciéon 2 min 94°C
27 Desnaturalizaciéon 20s 94°C
acoplamiento 45 s 62 °C
extension 60 s 72°C
8 Desnaturalizaciéon 20s 94°C
acoplamiento 45 s 53°C
extension 60 s 72°C
1 extension final 10 min 72°C
pausa |soak inf 4°C

7.4.2. Amplificacion de microsatélites para la colonia de Las Cabras,
Escuinapa, Sinaloa

Para el estudio de la colonia de anidacién de Las Cabras, inicialmente los
microsatélites empleados fueron amplificados mediante reacciones “simplex”. En este
caso, tras diversas pruebas de efectividad se seleccionaron dos microsatélites
dinucledtidos de la serie OR de Aggarwal et al. (2004): OR4 y OR11, mismos que
también fueron empleados para la colonia de anidacién de “El Verde”, sin embargo, en
este caso se hizo uso de dos colas distintas: CAG (CAGTCGGGCGTCATCA) y T7
(TAATACGACTCACTATAGGG), las cuales fueran marcadas con los dyes FAM y

NED, respectivamente.
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Para la técnica “simplex”, los marcadores fueron amplificados mediante
reacciones de PCR de 12.5 ul que contenian 6.9 pl de H2O destilada, 1.3 ul de dNTPs,
0.5 pl de MgCl,, 0.3 pl de Primer forward + cola (0.05 uM), 0.1 ul de primer reverse
(0.2 yM), 0.1 ul de la cola marcada (0.2 uM), 1.3 pl de 10x PCR buffer, 0.1 pyl de Taq y
2 ul de templete de ADN.

No obstante, con la finalidad de economizar tiempo, asi como recursos
materiales y monetarios, se buscd la amplificacion de un mayor numero de
microsatélites por medio de kits para reacciones de PCR “multiplex” con la
metodologia propuesta por Culley, et al., 2013. Esta técnica permite analizar multiples
loci en una misma reaccion de PCR mediante el uso de distintos primers universales o
“colas” etiquetadas con diferentes tintes fluorescentes (FAM, VIC, PET, NED etc.).
Este proceso en comparacién con la PCR convencional reduce la cantidad de
reactivos necesarios y el tiempo de preparacién de cada reaccion individual (Figura 7,

ejemplo para la amplificacion de 4 loci).

Locus 2 Locus 3
*Primer F + M13RSh *Primer F + AP2

*Primer R *Primer R
* M13RSh + * AP2 + PET
Locus1 ‘ ',;-’y Locus 4
*Primer F + CAG \ / _ *Primer F +T7
*PrimerR o \ / / *PrimerR
*CAG+FAM N\ \ &g‘/ *T7+
\, | B V4
4 Loci

= Distintosji8lores

1 reaccion

Figura 7. Reaccion "Multiplex" para el analisis de 4 loci.

Para las PCR Multiplex se probaron mezclas variadas, que iban desde dos hasta
seis tripletes de primers por reaccién, sin embargo, tras diversos ensayos los mejores
resultados se obtuvieron con la mezcla de dos marcadores. En base a esto se
seleccionaron los dos microsatélites con los que se obtuvo la mejor amplificacion en
pareja: Cc7D04 y Cc1G02, pertenecientes a la serie Cc de marcadores
tetranucledtidos de la de Shamblin et al. (2008). Para estos marcadores las colas
empleadas fueron CAG (CAGTCGGGCGTCATCA) y M13RSh
(GGAAACAGCTATGACCAT). En nuestro caso, estos oligos fueron marcados con los

dyes FAM y VIC, respectivamente en su extremo 5'.
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Para la técnica multiplex los microsatélites fueron amplificados con el QIAGEN®
Multiplex PCR kit (QIAGEN), en reacciones de PCR de 10 ul que contenian 5 pl de
Multiplex PCR Master Mix, 1 pl de Primer Mix (compuesto de 0.5 uM del primer
forward + cola, 2 uM del primer reverse y 2 yM de la cola marcada con fluorescencia
para cada triplete), 2 pl de H2O y 2 pl del templete de ADN.

Los productos obtenidos de ambas técnicas fueron mezclados en un mismo
tubo. De tal forma, para la colonia de anidacién de Las Cabras, el panel de estudio
queddé conformado por dos microsatélites de la serie OR y dos microsatélites de la
serie Cc (Tabla 4); amplificado con una combinacion de los métodos “simplex” y

“multiplex”.
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Tabla 4. Panel de estudio para el andlisis de paternidad multiple de Lepidochelys olivacea, en Las Cabras, Escuinapa, Sinaloa.

Dye locus cola 5' F/R Primer sequence (5' - 3') Tm %GC long pb +
oR4 oag IF CAGTCGGGCGTCATCAAGGCACACTAACAGAGAACTTGG 58.44 48 23 122-172't
R GGGACCCTAAAATACCACAAGACA 61.07 46 24 144 -180 *
ORAL - F TAATACGACTCACTATAGGGTGAGCACTGCAAATGGAGGATGGT 67.72 50 24 182 -242
R AGTGCCTGATTCTTCGAGTTGCTGAG 66.79 50 26 216-260 *
F CAGTCGGGCGTCATCATGAGCAAAGTAACCCTAACA 52.07 40 20 336-418 1
CcP7D04 CAG *
R GTTTGGAGCCAAATTAGAGATCAAC 60.17 40 25 342-410
F GGAAACAGCTATGACCATAGGTGCCTAAACATTGATAGT 51.71 38 21 262-322 %
VIC Cc1G02 | M13RSh *
R GTTTATACTGTGCTCTTTCGTGTAAT 56.06 35 26 274 -374

T Informacioén reportada por Shamblin et al. (2008).

*Informacién obtenida en nuestro laboratorio para la colonia de Las Cabras.
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Por otro lado, en relacién con los ciclos de temperatura, para los marcadores de
cada serie (OR y Cc) se emplearon distintos programas de termociclado que consistieron
en una modificacién del programa de PCR de dos pasos descrito por Shamblin et al.
(2008), el cual utiliza un método “touchdown” para el primer paso; esta variante se basa
en la utilizacién de una temperatura de hibridacién decreciente a lo largo de ciclos
sucesivos; su objetivo es generar un producto muy especifico en los primeros ciclos y
tener un mayor rendimiento en los ultimos. La configuracién dos pasos promueve la
incorporacion inicial del primer forward con cola aumentando la temperatura de
anillamiento para el primer conjunto de ciclos de la reaccion de PCR. Posteriormente la
temperatura de alineamiento se reduce en el segundo conjunto de ciclos para facilitar el
alineamiento de la cola marcada con el fluoréforo. Este arreglo de la temperatura es
esencial para que el primer forward con cola se incorpore antes que la cola con
fluorescencia (Schuelke, 2000).

El numero de ciclos y las temperaturas empleadas para la amplificacion de los

microsatélites de la serie OR y Cc son detallas en la Tabla 5 y Tabla 6, respectivamente.

Tabla 5. Programa de termociclador utilizado para la amplificacién de los
microsatélites de la serie OR de Aggarwal et al. (2004), para la colonia de
anidacion de Las Cabras.

Programa PCR de 2 pasos con “touchdown” serie OR
ciclos etapa tiempo temperatura
1 Desnaturalizacion 5 min 95°C
20 | Desnaturalizacién 20s 95°C
acoplamiento 20s 65 °C (]0.5°C/ciclo)
extension 30s 72°C
20 | Desnaturalizacion 20s 95°C
acoplamiento 30s 55°C
extesion 30s 72°C
1 |extension final 10 min 72°C
pausa | soak inf 4°C
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Tabla 6. Programa de termociclador utilizado para la amplificacién de
los microsatélites de la serie Cc de Shamblin et al. (2008), para la
colonia de anidacioén de Las Cabras.

Programa PCR de 2 pasos con “touchdown” serie Cc
ciclos etapa tiempo temperatura
1 Desnaturalizaciéon 15 min 95°C
20 | Desnaturalizacidn 30s 95°C
acoplamiento 90 s 60 °C (]0.5°C/ciclo)
extension 60 s 72°C
20 | Desnaturalizacidn 20s 95°C
acoplamiento 30s 50 °C
extension 30s 72°C
1 | extension final 30 min 60°C
pausa | soak inf 4°C

Finalmente, una vez amplificados los paneles de estudio de ambas colonias de
anidacion, los productos de PCR fueron enviados a Macrogen (Seul, Corea del Sur), en
donde llevaron a cabo el andlisis de fragmentos de ADN, servicio conocido en la

compafiia como Genescan Service.

7.5. Genotipificacion

Una vez que en los laboratorios de Macrogen se concluyé el analisis de fragmentos,
los archivos brutos del secuenciador de cada colonia fueron ingresados a la version
gratuita de GeneMarker 2.6.7 (SoftGenetics) para llevar a cabo la genotipificacion de los
individuos muestreados.

Con el fin de identificar errores potenciales de genotipificacién, como presencia de
alelos nulos, pérdidas alélicas (allelic dropout) y errores por amplificacion (stuttering), las
bases de datos generadas con el uso de GeneMarker fueron ingresadas a MicroChecker
2.2.3 (Van Oosterhout et al. 2004). MicroChecker, usa informacién proveniente de los
microsatélites para estimar la frecuencia de alelos nulos por locus; este calculo lo realiza
con los métodos de Oosterhout (Van Oosterhout et al. 2004), Chakraborty (Chakraborty et
al. 1992) y Brookfield (Brookfield 1996), y para hacerlo ejecuta 10,000 aleatorizaciones.
Este mismo software fue utilizado para evaluar el equilibrio de Hardy-Weinberg y la

heterocigosidad en los loci analizados.
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Para cada colonia de reproduccion se generd un archivo de frecuencias alélicas a

partir de los genotipos compuestos de los individuos muestreados.
7.6. Analisis estadistico

7.6.1. Calculo de P(pyy Probabilidad de exclusion

Posteriormente a la genotipificacién, se estimé la probabilidad de ldentidad entre
genotipos Pp) (Waits et al., 2001), cuya funcion es calcular la probabilidad de que dos o
mas individuos tomados al azar de una poblacion tengan el mismo genotipo en multiples
loci. Este estimador tedrico se usa cada vez mas para tener una mayor confianza
estadistica para la identificacion de individuos (Reed et al. 1997; Kohn et al. 1999; Mills et
al. 2000; Waits y Leberg 2000) y para cuantificar los niveles de diversidad genética en
poblaciones naturales (Jamieson 1965; Paetkau y Strobeck 1994). Las férmulas utilizadas
para calcular Pp) se muestran a continuacion:

Pupy = Zpi * + XX (2pi pj)*> Ecuacion 1.

Donde pi y pj son las frecuencias del i-ésimo y j-ésimo alelo y i #j (Paetkau y Strobeck
1994).

P (D) sin sesgo =N (28% — a4) — 2n° (a3 + 2a2) + n(9a, +2)—6  Ecuacion 2.

(n=1)n=2)(n-3)
Donde n es igual tamafio de la muestra, a; es igual a =pj'y pj es la frecuencia de j-ésimo
alelo (Paetkau et al. 1998).

La ecuacién 1 es una formula sesgada porque no corrige las diferencias del tamafio
de la muestra, mientras que la ecuacion 2 es una férmula sin sesgo con una correccion
del tamano de la muestra. La Pp) fue calculada para cada locus y después cada resultado
multiplicado entre loci del de mayor valor de heterocigosidad esperada (He) al de menor
valor, para asi obtener la P(p) total.

Una vez estimada la Pp), se hizo uso de GERUD 2.0 (Jones, 2005), para calcular la
probabilidad de exclusibn de padres putativos, es decir, la probabilidad de excluir
correctamente a presuntos padres entre un conjunto de crias. GERUD 2.0 calcula este
estadistico de acuerdo con la ecuacion de Dodds et al. (1996) y lo hace individualmente
para cada locus, asi como para el conjunto de loci, bajo tres escenarios distintos: un
genotipo parental conocido con certeza y uno desconocido, ningun genotipo parental
conocido y ambos genotipos parentales conocidos. El unico requerimiento del software
para realizar este calculo es el ingreso de un archivo de frecuencias alélicas de la

poblacion analizada bajo los loci de interés.
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7.6.2. Andlisis de paternidad

Con la finalidad de tener una visién preliminar de la incidencia de paternidad multiple
dentro de cada nido, se realizd un ejercicio manual en el cual se hizo un analisis de los
alelos presentes en cada locus. Dado que el genotipo materno fue conocido mediante la
genotipificacion en GeneMarker, se identificd la contribucion alélica de las madres en los
genotipos de las crias y los alelos restantes se infirieron como alelos paternos. En los
casos en donde se encontraron mas de dos alelos paternos distintos, se dedujo la
presencia de mas de un padre. De este modo, de 3 a 4 alelos distintos entre las crias
significaron la presencia de 2 padres, de 5 a 6 alelos presencia de 3 padres, de 7 a 8
alelos la presencia de 4 padres y asi sucesivamente. Para deducir la presencia de
paternidad multiple este patron tuvo que repetirse en por lo menos en dos loci.

Para calcular de manera mas exacta el numero de padres por nidada, la base de
datos de cada colonia se analizé mediante tres programas, los cuales utilizan enfoques
estadisticos distintos para calcular el numero de padres presentes en una colonia de
reproduccion.

Primeramente, la base de datos se ingres6 a GERUD 2.0; en donde para cada
hembra y sus crias se establecieron primero todos los alelos paternos y después se
determinaron todas las posibles combinaciones de genotipos paternos a partir de los
genotipos de la descendencia. Dentro del software se establecié el parametro para el
numero maximo de padres cinco y para cada individuo se examinaron los paneles de
estudio de sus respectivas colonias. En GERUD se ejecutdé una corrida por cada nidada,
que incluy6 los datos del genotipo de la madre, el genotipo de las crias y las frecuencias
alélicas de la poblacion.

El segundo software utilizado fue COLONY 2.0.6.4 (Wang, 2004). Este software usa
un algoritmo de maxima verosimilitud que incorpora el genotipo compuesto de cada
descendiente y los genotipos paternos que reconstruye; con esto asigna grupos de
“hermanos completos”, es decir, crias que comparten a la misma madre y al mismo padre.
Los calculos de COLONY incluyen la posibilidad de dos clases de error: alelos nulos
(Clase |) y errores de escritura y mutaciones (Clase II).

COLONY analiza en una misma corrida el genotipo de todas las madres y las crias
muestreadas de una colonia, sin importar si estas estdn emparentadas o no. De tal forma,
este software es capaz de detectar en una sola ejecucion si un macho se repite como

padre en las nidadas de diferentes hembras.
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La base de datos de ambas poblaciones fue corrida tres veces en COLONY como
“proyectos de analisis de datos empiricos independientes”; cada poblacién se analizé bajo
el supuesto de un sistema de apareamiento poligamico y sin endogamia; las corridas se
ejecutaron con el numero maximo de iteraciones permitidas por el programa (denominado
corrida de longitud muy larga) y con el maximo nivel de precision para los resultados,
ademas se utilizd la activacién por defecto de una funcién denominada dentro del
software como “Sibship size scaling”, la cual evita que un grupo grande de hermanos
completos se fraccione errdneamente en dos grupos; para la operacién de esta funcion,
COLONY hace uso de la base de datos de frecuencias alélicas y tasas de error por locus.
Para los errores de Clase | utilizd una tasa de 0, en consideracion de los resultados
obtenidos en la prueba de deteccion de alelos nulos realizada en MicroChecker, los
cuales fueron negativos para todos los loci analizados. No obstante, con el objetivo de
valorar la precision de los resultados, cada corrida se ejecutd con variaciones en algunos
de los parametros de entrada que el software requiere para la configuracion de un
proyecto. Los parametros de entrada solicitados y para los que se aplicaron estas
variaciones fueron:

o tasa de errores por escritura y mutaciones (Clase 1)

e Umbral de desajuste: para esta funcion se utiliza un niumero entero en el
rango de 0 al numero de loci analizados. Una vez que el software ha
determinado parejas de hermanos que comparten al mismo padre, utiliza
este umbral para determinar si el par de genotipos multilocus muestra
desajustes (incompatibilidad mendeliana) mayor al valor asignado, de ser
asi rechaza esta presunta relacion de hermanos paternos.

En la Tabla 7 se resumen las variaciones aplicadas en la configuracion de entrada
para las tres corridas realizadas en COLONY.

Tabla 7. Variacion de los parametros de

configuracion de las corridas realizadas
en COLONY 2.0.6.4.

Error | Mismatch

Corrida Clase Il | threshold
a 0.0001 0
b 0.001 0

0.001 #Loci

Finalmente, con el propdsito de respaldar y complementar los resultados de
paternidad multiple el tercer software utilizado fue DADSHARE (W. Amos, disponible en:
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http://www.zoo.cam.ac.uk/zoostaff/amos/). DADSHARE es un programa escrito como una

macro de Excel, el cual analiza en una misma ejecucion el genotipo de todos los
individuos muestreados; para esto toma los genotipos maternos asociados con la
descendencia y deduce alelos paternos. Posteriormente, calcula la relacién entre todas
las comparaciones por pares y utiliza el método de agrupamiento UPGMA para generar
un dendrograma que vincula a grupos de individuos con el mismo padre.

Para calcular el niumero total de padres por nidada, una vez que se obtuvieron los
resultados de todos los programas, éstos se agruparon y se calculd la moda, siguiendo la
recomendacion propuesta por Howe et al., 2017, quienes estimaron la incidencia de
paternidad mudltiple en una colonia de tortuga boba, Caretta caretta, en el sudeste de
Queensland, Australia, y utilizaron este estadistico para establecer un consenso del
numero de padres por nidada en base a los resultados ofrecidos por los tres mismos
programas utilizados en este estudio.

Simultaneamente al analisis de paternidad multiple de cada colonia, los genotipos
paternos fueron reconstruidos a partir de los genotipos de las crias en COLONY. El
software esta disefiado para asignar un porcentaje de probabilidad al genotipo paterno
reconstruido en cada locus. Esta informacion sirvié para calcular la probabilidad global

con el conjunto de loci empleados para cada colonia.

7.6.3. Proporcién de crias engendradas por padre/nido

Una vez establecido el numero total de padres por nido, se calculd la proporcion de
crias engendradas por cada padre en las nidadas donde se detectd paternidad multiple,
para esto se dividi6 el numero de crias engendradas por padre entre el numero total de
crias muestreadas; posteriormente para cada colonia se cred un histograma de
frecuencias el cual permitié observar si un macho dominante llevaba la delantera sobre
las fertilizaciones o si bien los distintos machos presentes en cada nidada engendraban
un numero de crias equitativo.

Consecutivamente una vez obtenidas las frecuencias de cada padre por nidada se
procedié a estimar la “diversidad del N de padres por nido”, la cual fue calculada con la
siguiente férmula:

Diversidad del N de padres/nido (DNM) = 1- %(Frec. de cada padre/nido)?.

7.6.4. Anélisis de poliginia
Con la finalidad de enriquecer el analisis de paternidad multiple, asi como de tener

un resultado mas concreto del nimero de machos activos en estas colonias de
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reproduccion, se realizé un analisis de la poliginia, es decir, se probd la posibilidad de que
un mismo macho engendrara crias de mas de una hembra de la colonia.

La poliginia se verific6 mediante la comparaciéon de todos los genotipos paternos
generados por COLONY para cada nidada. Los genotipos se compararon primero en
cada locus por separado y, en los casos donde hubo coincidencias, se examind el
genotipo compuesto de los padres sospechosos.

Como complemento a los resultados de COLONY, para este analisis también se
hizo uso de la informacién generada por DADSHARE, puesto que el software también es
capaz de identificar en una misma ejecucién si un macho repite paternidad con distintas
hembras (sin embargo, no reconstruye los genotipos paternos).

Debido a que para algunas de las hembras de la colonia de anidacién de El Verde
se contaban con muestras de crias provenientes de mas de una nidada, el analisis de la
poliginia se realiz6 desde dos enfoques:

e Numero de hembras fertilizadas por macho

¢ Numero de nidadas engendradas por macho

El primer enfoque tuvo por objetivo analizar si un macho fertilizé a distintas hembras
de la colonia; para lo cual se contabiliz6 el numero de madres distintas de las crias
asignadas a cada padre. Por otro lado, el objetivo del segundo enfoque fue estimar el
numero total de nidadas (incluidas nidadas de una misma hembra) engendradas por cada
padre; para tal fin se contabilizé el nimero de nidadas distintas de las cuales provenian
las crias asignadas a cada padre.

En el caso de la colonia de reproduccion de Las Cabras, la poliginia se analizé
unicamente desde el primer enfoque, debido a que las hembras de esta colonia solo

anidaron una vez en la temporada.

7.6.5. Calculo de la proporcion sexual operativa
Una vez concluido el andlisis de poliginia, se contabilizé el niumero total de
genotipos paternos reconstruidos por COLONY, eliminando los genotipos paternos
repetidos que fueron encontrados entre crias de distintas nidadas; posteriormente se
calculd la proporcién sexual operativa, es decir, la proporcion de adultos sexualmente
activos en el sistema, la cual estuvo dada por la siguiente formula:
Proporcion sexual operativa = N total de machos identificados / N hembras

muestreadas.
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7.7. Modelos de correlacion: colonia de anidacion de Las Cabras

Con la finalidad de observar el posible efecto de determinadas caracteristicas
biométricas de las hembras sobre estimaciones de heterocigosidad individual, asi como
de paternidad multiple, las relaciones entre variables se analizaron mediante modelos de
correlacion, para los que se utilizaron las diferentes estimaciones realizadas para la
colonia de anidacion de Las Cabras.

Primeramente, se seleccionaron las variables biométricas que serian tomadas en
cuenta para este analisis, entre ellas quedaron incluidas las medidas del ancho y largo
curvo del caparazon (ACC y LCC, respectivamente), peso, indice de masa corporal (IGC)
y numero de huevos. Dentro de este rubro también se incluyo la fecha de puesta, con el
proposito de analizar el posible efecto de la fecha de anidacion sobre la disponibilidad de
machos a lo largo de la temporada.

El segundo paso, fue calcular la heterocigosidad individual con la ayuda de
GENHET v2.3, funcion escrita para ambiente R, que realiza 5 estimaciones de
heterocigosidad individual diferentes:

1) Proporciéon de loci heterocigotos por individuo (PHt): PHt = numero de loci
heterocigotos / numero de loci genotipificados.

2) Heterocigosidad estandarizada basada en la heterocigosidad media esperada
(Hs_exp) (Coltman et al., 1999): Hs_exp = PHt / heterocigosidad esperada media
de loci tipificados.

3) Heterocigosidad estandarizada basada en la heterocigosidad observada media
(Hs_obs): Hs_obs = PHt / heterocigosidad observada media de loci tipificados.

4) Relacion interna (IR) (Amos 2001): IR = (2H = fi) / (2N — ) fi), donde H es el
numero de loci que son homocigotos, N es el numero de loci y fi es la frecuencia
del i-ésimo alelo contenido en el genotipo.

5) Homocigosidad por locus (HL) (Aparicio 2006): HL = > Eh / (3 Eh + > Ej), donde
Eh y Ej representan el numero esperado en un individuo de loci homocigotos (h) y
heterocigotos (j), respectivamente.

Por otro lado, las variables de Paternidad multiple que fueron seleccionadas para
este andlisis fueron el numero de machos con los que se dedujo que se apared cada
hembra (Nmachos) y la diversidad del N de padres por nido (DNM).

El tercer paso, fue el analisis de los datos mediante la paqueteria Corrplot, libreria
para R, la cual permite la visualizacion de una matriz de correlacion, a través de graficos

que incluyen el intervalo de confianza y para los que se pueden seleccionar siete posibles
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opciones de disefo: “circulos”, “cuadrados”, “elipses”, “numeros”, “sombreados”, “colores”
y “pay”. Una representacion de la matriz de datos ingresada a R, se presenta en la Tabla

8jError! No se encuentra el origen de la referencia..

Tabla 8. Matriz de datos de las hembras de la colonia de anidacién de Las Cabras para el analisis de correlacion
con la libreria Corrplot.

Puesta
Hembra | Huevos | ACC | LCC | Kg | IGC | (Diadel | PHt| Hs_obs | Hs_exp | IR | HL | NMachos | DNM
ano)
N009-
M1 135 75 | 67 |45 49 201 1 1.1 1.1 000 3 0.5
NO047-
M2 101 67 | 64 |38 43 219 1 1.1 1.1 02| 0 6 0.6
NO74-
M3 126 69 | 62 |28 22 225 1 1.1 1.1 -01] 0 5 0.6
N123-
M4 90 73 | 65 | 37| 50 232 0.8 0.8 0.8 0.2 /0.2 4 0.7
N198-
M5 46 67 | 63 |36 40 239 0.8 0.8 0.8 0.1]0.2 3 0.2
N310-
M6 73 66 | 58 [ 30| 23 250 1 1.1 1.1 -01] 0 5 0.6
N345-
M7 94 69 | 63 | 35| 30 254 1 1.1 1.1 -01] 0 4 0.5
N512-
M8 96 70 | 63 |32 40 269 1 1.1 1.1 -01] 0 7 0.8
N654-
M9 107 65 | 72 | 55| 52 282 1 1.1 1.1 -01] 0 5 0.7
N657-
M10 94 67 | 73 |38 42 282 0.8 0.8 0.8 0.2 /0.3 5 0.8
N706-
M11 117 71 64 |38 41 289 1 1.1 1.1 -01] 0 2 0.1
N772-
M12 89 68 [62.5]30]| 37 296 1 1.1 1.1 -01] 0 7 0.8
N828-
M13 102 70 | 65 [ 37| 41 304 0.8 0.8 0.8 0.2 |0.2 2 0.5

Una vez que Corrplot arrojo el grafico de la matriz de correlacion se
identificaron aquellas variables relacionadas tanto positiva como negativamente, bajo la
condicién de que se tratara de una variable biométrica Vs valores de heterocigosidad
individual, numero de machos al que cada una quedo asociada o a la diversidad del N de
machos por nido. Identificadas tales relaciones, como ultimo paso se procedié a realizar
una prueba de significancia de la pendiente de la regresién, para la que se utilizé un valor
alfa = 0.05.

7.8. Evaluaciones del efecto de tamaino de muestreo por bootstrap

Con el fin evaluar la confiabilidad de nuestros tamanos de muestra para la deteccion
del numero real de padres por nido; se elaboré6 en Excel una matriz de remuestreo

mediante el método “Bootstrap”. La matriz fue construida para remuestrear un nimero
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determinado de crias 500 veces, a partir de un conjunto de 100 crias con siete padres
cuya frecuencia es equilibrada acorde a lo observado en nuestros resultados. Se
realizaron 500 muestreos con tamafios de muestra de 50, 30, 20, 10, 5y 3 crias con el
proposito de estimar el efecto del tamafio de muestra sobre la veracidad del nimero de

padres detectados.

8. Resultados

8.1. Datos de Campo: Colonia de anidacion de Las Cabras

De las 18 nidadas colectadas para la colonia de anidaciéon de Las Cabras, solo en
17 se presentd eclosion. Los huevos de la catorceava madre muestreada aparentemente
no estaban fertilizados lo que fue verificado al revisarlos y corroborar que no habia
desarrollo embrionario.
Los datos de biometria de las madres y de las nidadas muestreadas,
respectivamente se muestra en la Tabla 9 y Tabla 10.
Tabla 9. Biometria promedio de las madres
muestreadas para la colonia de anidacion de
Las Cabras, Escuinapa, Sin. (Informacion del

trabajo de tesis doctoral de la Cand. Dra.
Yazmin Segura Garcia).

Huevos Promedio 100
ACC Promedio 69.83
LCC Promedio 65

Kg Promedio 36.17
IGC (mm) Promedio 39.17

Tabla 10. Datos generales de las nidadas muestreadas para la colonia de anidacién de Las
Cabras, Escuinapa, Sin. (Informacién del trabajo de tesis doctoral de la Cand. Dra. Yazmin
Segura Garcia).

Fecha de Método de Crias Crias Total de crias
Madre
Eclosion incubacion vivas muertas muestreadas
9-M1 08/09/2016 caja 20 0 20
47-M2 30/09/2016 corral 20 0 20
30/09/2016 -
74-M3 05/10/2016 caja / corral 20 0 20
123-M4 06/10/2016 caja 20 0 20
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15/10/2016 -
198-M5 20/10/2016 caja / corral 20 0 20
310-M6 26/10/2016 caja / corral 20 0 20
345-M7 30/10/2016 caja 20 0 20
512-M8 17/11/2016 corral / caja 20 0 20
654-M9 10/12/2016 corral 30 0 30
657-M10 11/12/2016 corral 20 0 20
706-M11 19/12/2016 corral 23 0 23
772-M12 28/12/2016 corral 24 2 26
828-M13 03/01/2017 corral 16 6 22
862-M14 - - 0 0 0
corral/ playa/
878-M15 27/01/2017 caja 25 5 30
879-M16 28/01/2017 corral/ caja 4 24 28
938-M17 25/02/2017 corral/ caja 9 21 30
940-M18 25/02/2017 corral/ caja 3 27 30
TOTAL 399

8.2. Cantidad y calidad de ADN: Muestras de Las Cabras

Del material biolégico obtenido de las madres, asi como de las crias vivas y parte de
las muertas, se obtuvo ADN de calidad aceptable, con un promedio de 410 ng/ul para las
muestras de tejido de las crias y 238 ng/ul para las muestras sanguineas de las madres,
con valores promedio de A260/A280 de 1.87 para las extracciones de carapacho y aletas
y 1.90 para extracciones de sangre. En el caso de muestras de ADN las proporciones de
absorbancia 260/280 de ~1.8 son generalmente aceptadas para considerar el ADN “puro”
(Thermo Scientific, 2010).

En las siguientes figuras se presentan fotografias de geles de agarosa con muestras
de ADN de crias y madres, editadas con ImagedJ, la Figura 8 comprende extracciones de
ADN de sangre de las madres analizadas, mientras que la Figura 9 comprende
extracciones de ADN del carapacho de las crias vivas. En general se obtuvieron mayores
concentraciones de ADN de las muestras de carapacho de neonatos vivos en
comparacion con las muestras sanguineas extraidas de las madres. Ademas de valores

de pureza dentro del rango admisible, sugiere que el carapacho es una excelente opcién
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para el muestreo de crias vivas de tortugas marinas en estudios de genética, al ser una
fuente de alta cantidad y calidad de ADN.

654-M 657-M1r 706-M11 772-M12 828-M13 862-M1. 8-M15 16 938-M17 940-M18
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Figura 8. Electroforesis en agarosa de ADN extraido de sangre de madres de
Las Cabras, Escuinapa, Sin.
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Figura 9. Electroforesis en agarosa de ADN extraido de carapacho de crias
de Las Cabras, Escuinapa, Sin.

No obstante, a pesar de los buenos resultados obtenidos con la extraccion de ADN
de las muestras sanguineas de madres y de carapacho de neonatos vivos; una vez
ejecutadas todas las corridas de electroforesis, para 40 de las muestras obtenidas de
aletas y otros tejidos de crias muertas incubadas en corral y pertenecientes a las nidadas
878, 879, 938 y 940, se observaron bandas de ADN degradado (Figura 10), ademas de
lecturas inconstantes en Nanodrop 200c. Esto fue producto del avanzado estado de
descomposicion en el que se encontraban estas crias al momento de la toma de tejido; ya
que se presume, las crias murieron ahogadas 2 o 3 dias previos al monitoreo de los nidos
dentro corral de incubacién, en horas cercanas al momento de la eclosién. Esto fue el

resultado de la inundacion de varios nidos en el campamento de conservacion provocado
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por las fuertes lluvias que se presentaron en la zona sur de Sinaloa simultaneamente con
las fechas de eclosion calculadas para las nidadas antes mencionadas. A esta situacion
se sumo la alta temperatura de la arena, lo que volvié aun mas vulnerable el estado de
conservacion de los cadaveres de los neonatos ahogados y embriones que murieron

durante las etapas de desarrollo 1y 2.

879-11 879-12 879-13 879-14 879-15 938-10 938-11 938-12 938-13  940-10 940-11 940-12 94013 940.14 ik

1878-24 878-25 §78.26 878-21878-28 I — -

e &

M B

Figura 10. Bandas de ADN degradado extraido de tejidos putrefactos de crias pertenecientes a las
nidadas 878, 879, 938 y 940 de la colonia de anidacién de La Cabras, Escuinapa, Sinaloa.

Ante la presencia de ADN degradado en 40 de las 85 muestras colectadas de crias
en estado de putrefaccioén, se optd por probar dos nuevos métodos de extraccion de ADN
como alternativa al protocolo de extraccion con cloruro de litio (LiCl) de Gemmell y
Akiyama (1996) (utilizado en este proyecto y con resultados eficaces para el resto de las
muestras), con la finalidad de eliminar la mayor cantidad de proteinas y otros
contaminantes de los tejido putrefactos, el primero fue una variacion del protocolo de
Gemmell y Akiyama (1996) antes mencionado, con la adicion de la precipitacion del pellet
de ADN con isopropanol al 100%, en sustitucién a la precipitacién con etanol al 100%. Por
otra parte, el segundo método con el que se buscd la limpieza de las muestras
problematicas fue la extraccion de ADN por columnas con el QIAamp® DNA Micro
Kit (QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante. Sin embargo, pese a las pruebas
con dos estos nuevos protocolos no se consiguieron los resultados esperados, dado a
que no se obtuvo la cantidad ni la limpieza suficiente del ADN de estos tejidos; esto fue
comprobado con electroforesis en gel de agarosa al 1% (Figura 11) y lecturas en

Nanodrop 200c.
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Figura 11. Prevalencia de bandas de ADN degradado para muestras de tejidos
putrefactos de las muestras de Las Cabras tras la re-extraccion de ADN con el QlAamp®
DNA Micro Kit (QIAGEN).

Una vez que se comprob¢ la imposibilidad de la extraccién de ADN de los tejidos
putrefactos colectados, se tomé la decisidon de dejar fuera de este estudio a las crias
provenientes de estas nidadas, razén por la cual se concentré el esfuerzo en el
procesamiento de las muestras provenientes de los nidos 9 a 828, pertenecientes a las 13

primeras hembras muestreadas para esta colonia.

8.3. Genotipificacion de madres y crias
Los archivos brutos del secuenciador de las 226 muestras provenientes de El Verde
(37 hembras y 189 crias) y de las 227 muestras de Las Cabras (13 hembras y 214 crias),
se ingresaron a GeneMarker 2.6.7 en archivos de formato .fsa para proceder a la

genotipificacion.

8.3.1. El Verde

En GeneMarker 2.6.7 se pudo observar que para la colonia de El Verde los
electromorfos para los loci OR20 y OR22 en panel 1 y OR9 y OR?7 en el panel 2, la gama
de tamanos (pb) se traslapaba. Esto representé un obstaculo para asignar los alelos en
cada locus, debido a que ambas parejas de primers fueron etiquetados con el dye FAM en
cada panel de estudio (Tabla 1 y Tabla 2). Este traslape impidié que los individuos
pudieran ser genotipificados con dichos marcadores y, por consiguiente, fueron
eliminados del analisis de paternidad multiple. Por otra parte, para el locus OR14
perteneciente al panel 1 y marcado con el dye NED, se detectaron lecturas problematicas
en los cromatogramas de 58 muestras, debido a la presencia de ruido, asi como por
errores de amplificacion o stuttering. El stuttering o stutter band son artefactos de la PCR
que en algunos casos pueden llegar a confundir la interpretacién de alelos reales;
aparecen como un pico menor justo antes del alelo real y corresponden a una repeticién
menos; el proceso de formacion del stuttering ocurre cuando una unidad de repeticion

queda mal emparejada y no interviene en la formacién de la nueva cadena, generandose
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asi picos minoritarios con esta pérdida. Este fendmeno obstaculizé la genotipificacién en
este loci para los 58 individuos anteriormente mencionados y debido a que GERUD no
acepta la entrada de datos faltantes, se tomé la decisién de eliminar también este locus
del analisis. De manera que los cinco loci restantes que se incluyeron en el estudio de
paternidad multiple para El Verde fueron: OR11 y OR16 en el panel 1 y OR1, OR2, y OR4
en el panel 2.

Una vez realizadas todas las genotipificaciones con los cinco microsatélites tomados
en cuenta para las pruebas de paternidad multiple en El Verde, en los cromatogramas de
16 crias se identificaron alelos que no correspondian con los alelos maternos para uno o
mas loci. Por lo anterior, se considerd dejar fuera del analisis a estas crias, de modo que
el niumero de descendientes evaluados para esta colonia quedo reducido a 173. Como se
mencion6 anteriormente, el niumero de crias analizadas por madre fue
variable debido a que el muestreo de la descendencia se enfocd Tabla 11. Numero de alelos

T ) encontrados por locus para
en la colecta de individuos con malformaciones y gemelos por a colonia de anidacién de

. El Verde.
nidada. No. alelos
Los genotipos de las madres y las crias de El Verde son | Locus distintos
incluidos en la Tabla 22 y Tabla 23 del Anexo 2; mientras que la ggi E
Tabla 11 contiene informacién del niumero de alelos distintos | oRr11 11
encontrados en cada locus para esta colonia. OR2 13
OR16 13

8.3.2. Las Cabras

Para las muestras de la colonia de anidacion de Las Cabras se detectaron lecturas
problematicas para los marcadores de la serie OR en muestras pertenecientes a 102
crias, entre estas muestras en total se registraron 19 lecturas nulas para el locus OR4 y
99 para OR11, esto probablemente por amplificaciones fallidas o falta de incorporacion de
la marca fluorescente ya que solo se encontré ruido en los cromatogramas de tales
muestras Por otro lado, en los loci CcP7D04 y Cc1G02 se obtuvieron resultados
excelentes en las lecturas de los cromatogramas lo que dio como resultado lecturas
exitosas en el 87.3% de las muestras analizadas.

En contraste a la situacion ocurrida con las muestras de El Verde, en los loci OR4 y
CcP7D04, ambos asociados al mismo dye (FAM) para la colonia de Las Cabras, no se
encontré traslape entre las gamas de tamafo (144 -180 pb y 342 - 410 pb,
respectivamente) razon por la cual estos no representaron ningun inconveniente en
cuanto a la superposicion de picos en los cromatogramas de los individuos de esta

colonia.
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Para las crias de Las Cabras que no pudieron ser genotipificadas en los loci OR4 y
OR11, los genotipos fueron reconstruidos con la ayuda de COLONY. En el caso de las

crias, este software “rellena” la informaciéon de genotipos Tabla 12. Nimero de alelos

faltantes en base a las frecuencias alélicas de la poblacién y al ~ €ncontrados por locus para la
colonia de anidaciéon de Las

genotipo parental conocido, que en este caso fue el genotipo  Cabras.

No. alelos

materno. Locus distintos
Los genotipos de las madres y crias de Las Cabras se OR4 14
. R11 1
presentan en la Tabla 24 y Tabla 25 del Anexo 2, mientras o 9
CcP7D04 23
que la Tabla 12 se presenta el numero de alelos encontrados Cc1G02 22

para cada uno de los loci analizados en esta colonia.

8.4. Prueba de errores de genotipificacion

Tras una primera prueba en MicroChecker, para la colonia de anidacién de El
Verde, el locus OR2 mostré probabilidad de alelos nulos, sugerido por el exceso general
de homocigotos para la mayoria de las clases de tamafo de alelo. Con este resultado las
muestras se cargaron nuevamente en GeneMarker para hacer una re-revision de las
lecturas en este locus y hacer los ajustes necesarios mediante un binning.

Después de realizar el binning para las lecturas del locus OR2, la base de datos fue
cargada por segunda vez en MicroChecker y esta vez los resultados arrojados por el
software indicaron que en ninguno de los loci se evidenciaba presencia de alelos nulos
ademas de sugerir que la poblacién de El Verde se encontraba en equilibrio de Hardy
Weinberg.

En la Tabla 13 se muestran el resumen de resultados arrojados por MicroChecker
para El Verde, mientras que la Figura 12 contiene los graficos de la frecuencia de
homocigotos esperada y observada que fueron generados por el software para dos de los
loci evaluados: OR11 y OR2.
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Tabla 13. Resumen de resultados de MicroChecker para los cinco loci empleado para las

muestras de El Verde.

Alelos Método Método Método Método
Locus
nulos Oosterhout | Chakraborty | Brookfield 1 | Brookfield 2
OR11 no 0.0247 0.0241 0.0216 0.1018
OR16 no 0.0306 0.0287 0.0235 0.1269
OR1 no -0.0038 -0.0034 -0.0032 0.1723
OR2 no 0.023 0.0177 0.015 0.1465
OR4 no -0.051 -0.0451 -0.0441 0.0482
Conclusidn:
Ningun loci muestra evidencia de alelos nulos.
Esta poblacion esta probablemente en equilibrio de Hardy Weinberg.

Homozygote Frequencies (Cl: 95%)
Population: EV0145_P1 fsa
Locus: OR2
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Figura 12. Comparacién de frecuencias de homocigotos observadas y
esperadas segun MicroChecker para los loci OR11 y OR2 de la colonia de
anidacion de El Verde.

Por su parte, para la colonia de anidacién de Las Cabras, los resultados de

MicroChecker en la primera prueba mostraron que ninguno de los cuatro loci analizados
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presentaba alelos nulos, ademas se aludié la probabilidad de que la poblacion se

encontrara en equilibrio de Hardy Weinberg.

La Tabla 14 muestra el resumen de

resultados arrojados por el software para esta colonia y la Figura 13 muestras los

graficos de las frecuencias de homocigotos (esperada y observada) para los cuatro loci

analizados.

Tabla 14. Resumen de resultados de MicroChecker para los cuatro loci

empleado para las muestras de Las Cabras.

Alelos | Método Método MetOfio MetOfio
Locus Brookfield | Brookfield
nulos | Oosterhout | Chakraborty 1 )
OR4 no -0.0468 -0.0434 -0.0428 0
OR11 no -0.0404 -0.0378 -0.0371 0
CcP7D04 no 0.0124 0.0125 0.0119 0.0119
Cc1G02 no -0.027 -0.0246 -0.0236 0
Conclusion:
Ningun loci muestra evidencia de alelos nulos.
Esta poblacion estd probablemente en equilibrio de Hardy Weinberg.

Homozygote Frequencies (CI: 95%)

Papulaton: NOOFHM1
Locus: CcP7D04

¥ Observed value
+ Wean expected value

Ll

|

‘b

I

M6 /0 34 308 362 36 I0 34 37 382 386 390 394 398 402 406 410
Homozygote allele sizes

Figura 13. Comparacion de frecuencias de homocigotos observadas y esperadas segun MicroChecker para los loci
OR4, OR11, CcP7D04 y Cc1GO02 de la colonia de anidacién de Las Cabras.
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8.5. Probabilidad de identidad entre genotipos Pp,

Para calcular la probabilidad de que dos o mas individuos tuvieran el mismo
genotipo compuesto en los loci analizados, se estimo la probabilidad de Identidad entre
genotipos Pp)para cada colonia.

De acuerdo con las frecuencias alélicas para colonia de anidacion de El Verde el
resultado de P(p) total fue de 2.313E-06, mientras que para P(p) sin sesgo total fue de 1.277E-
07. Los resultados de P(py y Pqpy sin sesgo de cada locus, asi como el valor total con el
uso de los cinco microsatélites analizados para esta colonia son mostrados en la Tabla

15, que también muestra los valores de heterocigosidad esperada (He) calculados.

Tabla 15. Valores de Probabilidad de identidad entre
genotipos Pgp) por locus y para el conjunto de los 5 loci
(Pup) TOTAL) para la colonia de anidacion de El Verde.

Locus He Pup) P(1D) sin sesgo
OR1 0.904 0.033 0.017
OR4 0.876 0.052 0.027
OR11 0.851 0.071 0.038
OR2 0.757 0.134 0.082
OR16 0.731 0.140 0.093

0.0000023 0.0000001

P(ID) sin sesgo

Puo) TOTAL TOTAL

Por otro lado, para la colonia de anidacién de Las Cabras, los resultados de Pp)
total y Pp) sin sesgo total fueron de 1.098E-06 y 7.298E-08, respectivamente. Los resultados
obtenidos de P(py y P(p) sin sesgo para cada uno de los cuatro loci analizados, asi como

el resultado total al ser evaluados en conjunto se presentan en la Tabla 16.

Tabla 16. Valores de Probabilidad de identidad entre
genotipos Pgp) por locus y para el conjunto de los 4 loci (Pp)
TOTAL) para la colonia de anidacion de Las Cabras.

Locus He P(ip) P(iD) sin sesgo
CcP7D04 0.937 0.01 0.007
OR4 0.893 0.04 0.020
OR11 0.891 0.04 0.021
CclG02 0.878 0.05 0.024

0.0000011 0.0000001

P(ID) sin sesgo

Pap) TOTAL TOTAL
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Una Ppy dentro de un rango de 0.001-0.0001 seria suficiente baja para la mayoria
de las aplicaciones forenses que requieren la identificacién de individuos en poblaciones
naturales (J. Coffin, S. Fain, informacioén personal. Visto en: Waits et al., 2001).

En los casos de las colonias de anidacién de El Verde y Las Cabras se encontraron
valores de Pp) lo suficientemente bajos para asegurar distinguir entre dos o mas
individuos con un genotipo idéntico en los loci seleccionados para el andlisis de cada

colonia.

8.6. Probabilidad de exclusion

Para el caso de esta investigacion en donde uno de los genotipos parentales fue
conocido (materno), la probabilidad de exclusidon calculada en GERUD para colonia
estuvo por encima del 99%.

Con el empleo de los cinco loci tomados en cuenta para el estudio de la colonia de
anidacion de El Verde, la probabilidad de exclusién calculada para esta colonia fue de
0.997, lo que se traduce en una probabilidad de 99.7% de excluir correctamente a
presuntos padres. Los resultados arrojados por GERUD para esta colonia son mostrados
en la Tabla 17, que muestra la probabilidad de exclusidén individual por locus y la
probabilidad de exclusién global al agruparse los cinco loci.

Tabla 17. Valores de Probabilidad de

exclusién por locus y con el conjunto de loci
para la colonia de anidacion de El Verde.

Probabilidad de Exclusion Esperada
Un genotipo parental conocido,

uno desconocido
OR11 0.706
OR16 0.545
OR1 0.804
OR2 0.572
OR4 0.753

Todos los loci 0.997

Por su parte, para la colonia de Las Cabras con el uso de los cuatro loci
seleccionados para el analisis de esta colonia, la probabilidad de exclusién fue de 0.999,
dicho de otra manera, se estima un 99.9% de probabilidad de excluir correctamente a
padres putativos en esta colonia. Los resultados de este calculo por locus y con los cuatro

loci en conjunto son reflejados en la Tabla 18.
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Tabla 18. Valores de Probabilidad de
exclusion por locus y con el conjunto de loci
para la colonia de anidacion de Las Cabras.

Probabilidad de Exclusién Esperada

Un genotipo parental conocido,
uno desconocido

OR4 0.783
OR11 0.783
CcP7D04 0.872
Cc1G02 0.761
Todos los loci 0.999

8.7. Calidad de amplificacion de primers OR vs Cc

En este estudio se encontraron diferencias claras en la calidad de amplificacién
usando los primers de la serie OR y Cc. Una posible explicacion es que la serie de
primers Cc disefados por Shamblin et al. (2007) logran resolver el problema de
“tartamudeo” de la amplificaciéon por la polimerasa Tag que cataliza adiciones erraticas de
un nucledtido (principalmente adenosina) a posiciones sin correspondencia en el templete
al extremo 3' de los productos amplificados. Este fendmeno, que es primer-especifico,
presenta una posible fuente de error en los estudios de genotipificacion basados en el uso
de microsatélites. Los reverse primers de Shamblin incorporan la secuencia GTTT en el
extremo 5' conocida como pigtail (cola de puerco), la cual obliga la misma adiciéon de una
adenosina que si bien son inexistentes en el templete asegura que la longitud de los
productos es constante y por consiguiente promueve una genotipificacibn mas precisa
(Brownstein et al., 1996).

En la Figura 14 se muestran los cromatogramas de algunas muestras para los loci
de la serie OR; mientras que a modo comparativo la Figura 15 ilustra algunos

cromatogramas para los loci de la serie Cc.
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Figura 14. Cromatogramas de individuos de la colonia de anidacién de Las Cabras, Escuinapa, para los

loci OR4 y OR11.
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Figura 15. Cromatogramas de individuos de la colonia de anidacion de Las Cabras, Escuinapa, para los

loci CcP7D04 y Cc1G02.

[370)

Las diferencias son claras, los primers de la serie Cc arrojan lecturas mas limpias,
con picos de mejor calidad y de mayor intensidad. La escala de intensidad observada
para los picos de la serie OR va de 200 — 4,000, con un promedio de 1,000; mientras que
para los picos de la serie Cc va de 500 — 10,000 con un promedio de 3,000.

No obstante, estudios previos como los de Duran et al. (2015) y Dima et al. (2015)

han utilizado con éxito marcadores de la serie OR para estimar la presencia de paternidad
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multiple en colonias de tortuga golfina, L. olivacea; por lo que aun falta definir las

condiciones 6ptimas de amplificacién en nuestro laboratorio para esta serie de primers.

8.8. Analisis de Paternidad por nidada

Debido a que los resultados generados por los tres programas propuestos para el
analisis de paternidad variaron para algunas nidadas de ambas colonias, como se
menciond en la seccion 7.6.2 se calculd la moda de los resultados de GERUD + COLONY
+ DADSHARE (siguiendo la recomendacion propuesta por Howe et al., 2017) para
establecer un consenso del numero de padres por nido y de esta manera calcular la
incidencia de paternidad multiple en estas colonias de anidacion.

En total para cada colonia se realizé una corrida por nidada en GERUD (52
ejecuciones para El Verde y 13 para Las Cabras), tres corridas en COLONY con las
distintas configuraciones establecidas en esta investigacion y una corrida en DADSHARE.

En la Tabla 26 del Anexo 3 se presenta el resultado del numero de padres por
nidada arrojado por cada software asi como el consenso determinado con el calculo de la
moda; mientras que en la Figura 16 se muestra la variacién en el numero de padres con el
uso de GERUD Vs COLONY Vs DADSHARE para la colonia de El Verde. De acuerdo con
GERUD el porcentaje de nidadas con dos padres no alcanza el 20%, mientras que en
base a los analisis con COLONY y DADSHARE el porcentaje con dos padres fluctua
alrededor de 29 - 35%.

Variacion del nimero de Padres por Nidada en El Verde con
el uso de GERUD Vs COLONY Vs DADSHARE

90%
80%
70%
60%

50%
40%
30%
20%
10% I
0% -

GERUD COLONY DADSHARE

B 1Padre M2 Padres 3 Padres 4 Padres M >4 Padres

Figura 16. Variacién en el resultado del nimero de padres para nidadas de la colonia de
El Verde con el uso de GERUD Vs COLONY Vs DADSHARE.
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Posteriormente a que se empled la moda para establecer el consenso del numero
de padres por nidada, en El Verde se detecto la presencia de mas de un padre en 24 de
las 52 nidadas analizadas, lo que representa presencia de multiples padres en el 46% de
las nidadas muestreadas, 18 nidadas con dos padres (35%), cuatro con tres padres (8%)

y dos con cuatro padres (2%) (Figura 17).

Numero de padres/nidada en El Verde
30 54%

25
20 35%
15
10
8%
4%
i - e
1 2 3

4

Frecuencia

(6]

No. padres/nidada

Figura 17. Numero de padres por nidada en la colonia de anidacion de
Lepidochelys olivacea de El Verde.

Por otra parte, para la colonia de anidacién de Las Cabras el analisis de paternidad

de las 214 crias muestreadas se realiz6 con los tres programas bajo dos escenarios:

Escenario 1) Analisis con 2 loci (CcP7D04 y Cc1G02)
Escenario 2) Anélisis con 4 Loci (OR4, OR11, CcP7D04 y Cc1G02).

Esta decision fue tomada para asegurar un resultado conservador con los dos loci
Cc de resultados consistentes y uno con mayor posibilidad de ambigiedades debido a las
lecturas problematicas de algunos cromatogramas en los loci de la serie OR.

En la Tabla 27 del Anexo 3 se presenta el numero de padres por nidada calculado
por los tres programas con el analisis de dos y cuatro loci, asi como el consenso
establecido a partir de la moda; en complemento en la Figura 18 se muestra la variacion
del nimero de padres por nidada en la colonia de Las Cabras de acuerdo con la

informacion generada por los tres programas para cada escenario.
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Variacién del nimero de padres/nidada en Las Cabras con el
uso de GERUD Vs COLONY Vs DADSHARE

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%

ol || i I II l i
oo 1] N

GERUD 2 Loci COLONY 2 Loci DADSHARE 2 GERUD 4 Loci COLONY 4 Loci DADSHARE 4
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B 1Padre M2Padres M 3Padres 4 Padres M >4 Padres

Figura 18. Variacion en el resultado del niumero de padres para nidadas de la colonia de Las
Cabras con el uso de GERUD Vs COLONY Vs DADSHARE.

Una vez aplicada la moda para definir el consenso del nimero de padres por
nidada, en la colonia de Las Cabras se detectd paternidad mdultiple en el 100% de las
nidadas analizadas, la presencia de 2, 3 y 4 padres se detecté en dos de las 13 nidadas
evaluadas (15%), mientras que cuatro nidadas se identificd la presencia de cinco padres
(31%), en unA se identificaron a seis padres (8%) y finalmente el numero maximo de
padres detectado fue siete, los cuales se registraron en dos de las 13 nidadas (15%)
(Figura 19).

No. padres/nidada en Las Cabras
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Figura 19. Numero de padres por nidada en la colonia de anidacién de Lepidochelys
olivacea de Las Cabras, Escuinapa, Sinaloa.

56



8.9. Reconstruccion de genotipos paternos

De acuerdo con COLONY para la colonia de El Verde se identificaron genotipos de
57 padres diferentes para el total de las 173 crias analizadas de esta colonia. En
promedio, para los genotipos paternos generados se obtuvo una probabilidad global de
acierto de 80%, con una minima de 58% y una maxima de 100%.

Los genotipos paternos reconstruidos para la colonia de reproduccion de El Verde,
asi como la probabilidad global para cada genotipo compuesto, son enlistados en la Tabla
28 del Anexo 4.

A su vez, para la colonia de Las Cabras, en base a las corridas del Escenario 1 (2
loci) realizadas en COLONY se caracterizaron los genotipos de 49 padres distintos para
las 214 crias evaluadas de esta colonia; por otro lado, al realizar las corridas del
Escenario 2 (4 loci) se identificaron a 55 padres distintos. Esto habla del efecto del
tamano de muestra de loci sobre la identificacion del numero de machos que participan en
la reproduccion de una colonia, ya que al aiadir al analisis de paternidad dos loci extra,
en el Escenario 2 pudieron ser identificados seis machos mas en comparacion con el
Escenario 1. En promedio. para los genotipos paternos generados bajo el Escenario 1 se
obtuvo una probabilidad global de acierto de 81%, con una minima de 47% y una maxima
de 100%. Por otro lado, para los genotipos paternos generados con el Escenario 2 se
obtuvo una probabilidad global de acierto de 74%, con una minima de 26% y una maxima
de 100%.

Los genotipos paternos reconstruidos por COLONY para cada escenario de la

colonia de Las Cabras, se enlistan en la Tabla 29 y Tabla 30, del Anexo 4.

8.10. Proporcion de crias engendradas por padre/nido
Para evaluar si predominaba un macho en las fertilizaciones de las distintas nidadas
evaluadas para las colonias de anidacién de El Verde y Las Cabras, se calculd la
proporcion de crias engendradas por padre en cada nidada.
Para la colonia de anidacion de El Verde (Figura 20), la frecuencia mas alta fue para
los machos que engendraron del 50 al 60% de las crias de cada nido, cuando el niumero

total de padres por nidada fue igual a 2.
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Proporcion de crias engendradas por padre/ nido
para El Verde
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Figura 20. Histograma de frecuencias de la proporcién de crias engendradas
por padre/nido para la colonia de El Verde.

Por su parte, para la colonia de Las Cabras, en donde se dedujo presencia de
paternidad multiple en el 100% de las nidadas analizadas (Figura 21), la frecuencia mas
alta fue para los machos que engendraron entre el 10 y 20% de las crias de cada nido,

para aquellas nidadas en donde el numero de padres estimado fue igual o mayor que 4.

Proporcién de crias engendradas por padre/nido
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Figura 21. Histograma de frecuencias de la proporcion de crias
engendradas por padre/nido para la colonia de Las Cabras.

Los resultados tanto de El Verde como de Las Cabras, sugieren que, en estas
colonias, cuando mas de un macho fecunda a una hembra, los porcentajes de fertilizacion
de huevos tienden hacia un equilibrio entre los distintos machos, no encontrando machos

dominantes en las nidadas con paternidad multiple.
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Si persistiera una predominancia de un macho en cada nidada con paternidad
multiple, habria una tendencia de frecuencias cercanas a 1 para el padre dominante y
escasos valores para los demas. Por otro lado, si la tendencia fuera hacia un equilibrio
entre padres, una estimacién de diversidad en funcion de frecuencia de cada padre (1-
>(Frec. de cada padre/nido)?) aumentaria conforme se incrementara el nimero de
machos. Los resultados obtenidos (Figura 22 y Figura 23) apoyan el segundo escenario,

por lo menos para estas colonias de tortuga golfina.
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Figura 22. Diversidad del N de padres/nido para la colonia de anidacién de
El Verde.
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Figura 23. Diversidad del N de padres/nido para la colonia de anidacion de
Las Cabras.
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8.11. Anadlisis de poliginia

Una vez que se realizd el analisis de paternidad multiple por nidada y se
reconstruyeron los genotipos de los padres de cada colonia, el siguiente paso fue realizar
un analisis de la poliginia, es decir, se identificaron a los machos que engendraron crias
con mas de una hembra.

Como se menciond en la seccion 7.6.4 debido a que en el estudio en El Verde fue
posible muestrear mas de una nidada para algunas hembras, solo alli la poliginia fue
analizada desde dos enfoques:

e Numero de hembras fertilizadas por macho

¢ Numero de nidadas engendradas por macho

Para el primer enfoque, una vez que obtuvieron los resultados de las tres corridas
de COLONY y de DADSHARE se identifico que del 63 - 76% de los machos de El Verde
fertilizaron a una sola hembra, del 20 - 35% fertilizaron a dos hembras y finalmente de un
2 - 4% de los machos detectados fertilizd a tres hembras. En la Figura 24 se muestra la
variacion de los resultados del analisis de poliginia desde el enfoque 1 con el uso de

ambos programas.
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Figura 24. Resultados de la poliginia para la colonia de El verde. Anélisis desde el
primer enfoque: hembras fecundadas/macho. Las bandas de distintos colores
muestran la variacién de los resultados con el uso de COLONY Vs DADSHARE.

Desde el segundo enfoque, con el uso de ambos programas se encontré que del 42

- 61% de los machos de El Verde engendraron crias de una nidada, del 30 - 52%
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engendraron crias de dos nidadas (independientemente si se trataba de nidadas de la
misma hembra) y por ultimo del 69% de los machos encontrados engendro a crias de tres
nidadas distintas. En la Figura 25 se ilustran los resultados del analisis de poliginia desde
el segundo enfoque con el uso de COLONY y DADSHARE.
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Figura 25. Resultados de la poliginia para la colonia de El verde. Analisis desde el
segundo enfoque: nidadas engendradas/macho. Las bandas de distintos colores
muestran la variacion de los resultados con el uso de COLONY Vs DADSHARE.

Por otro lado, para la colonia de anidacion de Las Cabras, en donde la poliginia fue
examinada unicamente desde el primer enfoque, los resultados del analisis COLONY y
DADSHARE variaron cuando el analisis se realizd con el uso de 2 y 4 loci. Al analizar dos
loci, se encontré que del 50 - 89% de los machos identificados fertilizaron solo a una
hembra, del 7 - 39% a dos hembras, del 2 - 4% a tres y este mismo porcentaje fertilizo a
cuatro hembras. No obstante, al utilizar cuatro loci para el analisis, se detecté que del 67 -
90% fertilizaron a unica hembra, del 6 - 31% a dos y del 2 - 4% a tres hembras; en este
caso no se detectaron a machos que fertilizaron a cuatro hembras. Los resultados del
analisis de poliginia para esta colonia con el uso de ambos programas y con el andlisis de

2 y 4 loci, respectivamente se ilustran en la Figura 26.
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Pologinia en Las Cabras
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Figura 26. Resultados de la poliginia para la colonia de Las Cabras. Las bandas de distintos
colores muestran la variacion de los resultados con el uso de COLONY Vs DADSHARE,
mientras que la variacién de las tonalidades refleja la variacion de los resultados al analizarse 2
y 4 loci.

8.12. Proporcion sexual operativa
Como se mencioné en la seccion 8.9, de acuerdo con las corridas realizadas en
COLONY para el total de muestras analizadas de la colonia de El Verde, se dedujo la

presencia de 57 padres distintos, eliminando padres apareando con mas de una hembra

de la colonia (24% de los machos) y aquellos que engendraron crias de mas de una
nidada (39%) incluidas las distintas nidadas de una misma hembra a lo largo de la
temporada. Por otro lado, eliminando hembras que se muestrearon mas de una vez por
nidadas multiples se contabilizaron un total de 37. Con esto se nos brinda una estimacion
de la proporcién sexual operativa de la tortuga golfina en esta colonia de 57 machos:37

hembras o 1.5 machos por hembra.

En el caso de la colonia de anidacion de Las Cabras, la proporcion sexual operativa
fue calculada en base a los resultados obtenidos con el analisis de 2 y 4 loci. Al analizarse
dos loci, de acuerdo con las corridas de COLONY se caracterizé el genotipo de 49

machos distintos, eliminando los casos de machos que se aparearon con mas de una

hembra (11%); por otra parte, al analizarse cuatro loci los resultados de COLONY

revelaron la presencia de 55 machos distintos al descartar los casos de machos que

fertilizaron a dos o tres hembras (10%). De esta manera la proporcién sexual operativa
estimada para esta colonia con el analisis de dos loci fue de 49 machos:13 hembras 0 3.8

machos por hembra, mientras que con la evaluacion de cuatro loci la proporcion sexual de

adultos sexualmente activos fue de 55 machos:13 hembras o 4.2 machos por hembra.
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En la Tabla 19 se resume la proporcion sexual operativa, asi como la proporcién de
machos calculada para cada colonia. En el caso de Las Cabras, se presentan los

resultados bajos los dos escenarios de evaluacion (2 y 4 loci).

Tabla 19. Proporcién sexual operativa para las colonias de
anidacion de Lepidochelys olivacea de El Verde y Las Cabras.

Proporcidn sexual operativa
machos : hembras Proporcion machos
No. loci 5 loci 2loci | 4loci | 5loci | 2loci | 4 loci
evaluados:
El Verde 15:1 0.6
Las Cabras 38:1|42:1 0.8 0.8

8.13. Correlacién entre variables genéticas y fenotipo: colonia de anidacion de
Las Cabras
Se analizaron las correlaciones con el paquete corrplot en el ambiente R (Figura
27) donde se muestran las correlaciones positivas en azul y las negativas en rojo. La
intensidad del color y el tamafio de las figuras seleccionadas para los graficos son
proporcionales a los coeficientes de correlacion. Como se mencionod en la seccion 7.7, las
correlaciones de interés para esta investigacion fueron las existentes entre las variables
biométricas vs. variables de heterocigosidad individual o bien vs. variables de paternidad
multiple (numero de machos por nidada de cada hembra y diversidad del N de

padres/nido).
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Figura 27. Matriz de correlacién de variables biométricas (LCC, ACC, IGC,
peso, # huevos, fecha de puesta) vs heterocigosidad individual (PHt,
Hs obs, Hs exp, IR, HL) vs variables de paternidad mdltiple (No. de
machos/nidada, diversidad del N de padres/nido (DNM))
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Tras un analisis de la matriz anterior, los valores de correlacion (tanto positiva como
negativa) mas altos se encontraron entre las siguientes variables:
- No. de huevos vs PHt, Hs_obs, Hs_exp, IRy HL.
- No. de machos vs PHt, Hs_obs, Hs_exp, IRy HL.
- Ancho curvo del caparazén vs No. machos.
Sin embargo, al probar la significancia de la pendiente de regresion (alfa = 0.05),

todos los resultados arrojaron relaciones no significativas (Tabla 20).

Tabla 20. Resultados de la prueba de significancia de la pendiente de regresién para los modelos de correlacion
establecidos para las variables de la colonia de anidacién de Las Cabras. Para realizar esta prueba se utiliz6 un valor
de alfa = 0.05.

PHt Vs | 15008 [HS_esP | 1oy | i vs | pHevs | S0P | HS_€SP 1 pye | uLvs | accvs
., Vs Vs Vs Vs
Relacion No. No. No. No. No. No. No.
No. No. No. No.
huevos huevos | huevos | machos machos | machos | machos
huevos | huevos machos | machos
Valor de p 0.12 0.12 0.12 0.25 0.13 0.17 0.17 0.17 0.11 0.18 0.17
Significancia| n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

No obstante, a los resultados obtenidos en la prueba de significancia, el patron de

distribucion de la comparacién entre el ancho curvo del caparazén (ACC) y el nimero de
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machos con el que se dedujo que se apareo cada hembra (Figura 28) sugiere una
relacion entre ambas variables. Esto podria indicar que las hembras mas pequenas
posiblemente son fertilizadas por un mayor nimero de machos en comparacion con las de

mayor tamainio.

ACC (Tamaiio de las hembras) vs No. de machos
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Figura 28. Relacion entre el ancho curvo del caparazén Vs el numero de
machos con el que se dedujo que se apareo cada una de las hembras
evaluadas para la colonia de anidacién de Las Cabras.

8.14. Efecto del tamaio de muestra sobre nimero de padres detectados
Se realizaron corridas de 500 bootstraps con un conjunto simulado de 100 crias
engendradas por siete machos distintos con una contribucion promedio de cada uno de
0.125 (distribucion equilibrada, acorde a lo que se encontrd para esta colonia). Para cada
tamafo de muestra (3, 5, 10, 20, 30 y 50 crias), se estimo la proporcién de remuestreos

que detectaron diferentes numeros de padres (Figura 29).
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Figura 29. Resultados de la simulaciéon con el método Bootsrap. Simulacion basada
en el muestreo de 50, 30, 20, 10, 5 y 3 individuos de una nidada de 100 crias
engendradas por 8 padres distintos.

Como se puede observar de acuerdo a la simulacion, con un tamafo de muestra
equivalente al promedio utilizado para la colonia de El Verde (4) si hubiera realmente siete
padres, solamente se habrian detectado un maximo de tres en un 59% de los muestreos,
seguido de la deteccion de dos padres en un 38%. La raiz del error cuadratico medio
(RMSE) para el tamafio de muestra mas proximo al utilizado en El Verde fue de 0.315.

Por otro lado, con un tamafo de muestra cercano al promedio utilizado para la
colonia de Las Cabras (16), seria posible detectar a los siete padres reales en 67% de los
muestreos, seguido de la deteccion de seis padres en un 30%. En el caso de un tamafio
de muestra similar al utilizado en Las Cabras la raiz del error cuadratico medio (RMSE)
fue igual a 0.014.

Los resultados de la simulacion sugieren que el niumero real de padres por nidada
para la colonia de El Verde estaria muy por encima del calculado con el tamafo de
muestra utilizado. Esto significa que los resultados para este parametro a partir de los
datos de El Verde solo pueden considerarse como minimos. En contraste, los datos
provenientes de Las Cabras, con un tamafo de muestra dentro de lo comunmente

reportado, pueden considerarse confiables.

66



8.15. Andlisis comparativo
Con el propodsito de comparar la cobertura del muestreo empleado en este estudio
(numero de loci, nidos analizados y crias por nido) asi como de los resultados del analisis
de parametros genéticos con los de estudios previos realizados para la misma vy
diferentes especies de tortugas marinas en distintas regiones, se construyé una matriz
(Tabla 21) con el compendio correspondiente de datos disponibles. Resaltan rasgos de
las poblaciones evaluadas, particularmente los datos para la colonia de Las Cabras, que
reflejan una alta incidencia de paternidad multiple y de un alto numero de padres por
nidada. En general, nuestros resultados se distinguen por:
¢ Tendencia hacia el equilibrio en la frecuencia de padres en lugar de uno dominante.
e Alto numero de padres/nido, siendo el mas alto junto el de Caretta caretta (Lasala, et
al., 2018).
o El promedio de padres por nido esta entre los mas altos (4.5 para Las Cabras).
e El porcentaje de PM es el mas alto de todos (100% para Las Cabras).
e La proporcion de machos a hembras es la mas alta (en Las Cabras 3.8 - 4.2
machos:hembra).
e Es de los pocos estudios en donde se observaron mismos padres en mas de una
nidada.
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Tabla 21. Andlisis comparativo de estudios del sistema de apareamiento de diferentes especies de tortugas marinas en distintas regiones.

Distribucién Proporcion
. . Paternidad| frecuencia Padres Padres sexual Poliginia:
) ., ) . Crias/nido Prob L ) ) ) )
Especie Region Playa Loci | Hembras [ Nidos — PID exclusion multiple | padres en PM: /nido /nido | operativa | Presente/ Referencia
B (prom) 1dominante o |(min-max)| (prom) | (machos: | Ausente
equilibrado hembras)
Cheloni Sur de la Gran B; d
elonia urae‘a ran. arrera de Queensland 5 13 22 41 < 1E-09 0.99 9% Dominante 1-2 1 - - Fitzsimmons, 1998
mydas Coral, Australia
Chelonia . . .
mydas Norte de Chipre Alagadi 14 78 94 22 - 0.99 24% - 1-4 2 13 Ausente Wright et al ., (2012)
Chelonia . .
mydas Sri Lanka Kosgoda 6 19 24 10 - - 54% Dominante 1-3 1.7 - - Ekanayake et al ., (2013)
Chelonia . . - i i
mydas Michoacan, México Playa Colola 3 10 16 23 < 1E-05 0.99 75% Dominante 1-4 21 - - Chassin etal., (2017)
Carett Bahia de La
Aretta | \leditarréneo aniace Laganas, |, 15 20 23 - 0.96 93% Equilibrado 1-5 3.9 N - Zbinden et al., (2007)
caretta Zakynthos
Caretta . -
caretta Queensland, Australia Mon Repos 6 29 29 19 - 0.98 66% Equilibrado 1-5 1.82 2 Ausente Howe et al ., (2017)
Caretta  |Este del Golfo de México Isla Sanibel,
| ’|condado de Lee, 7 64 64 20 < 1E-012 1 70% - 1-7 25 25 Ausente Lasala et al ., (2018)
caretta Florida .
Florida
Refugio de vida
Dermochelys |St. Croix, Islas Virgenes, . ;
| 4 g silvestre de Sandy 7 12 38 27 < 1E-06 0.99 42% Dominante 1-3 1.5 1.4 Ausente Stewart et al ., (2011)
coriacea E.U.A )
Point
Dermochelys |Costa del Caribe de ; )
| . Playa Gandoca 3 18 35 11 <1E-02 0.95 22% Dominante 1-3 1.38 1.4 Ausente Figgener et al., (2015)
coriacea Costa Rica
Eretmochel,
r:n':;;:ays Republica de Seychelles |Cousine Island 33 53 85 19 <1E-28 - 9% Dominante 1-2 1 0.8 Ausente Phillips et al. , (2013)
Xicalango-Victoria,
Eretmochel, Chenkan, Celestun, . Gonzélez-G
TetmOCReNs |y ucatan, México enian, telestun; 1 2| a1 | s0 25 | <1E-07 | 0.8-0.99 6% Dominante 1-3 1 1.09 | Ausente onzdlez-faarza
imbricata El Cuyo, Las etal., (2015)
Coloradas y Holbox
Natat Peak Island y M
atator Queensland, Australia eaklislandy Von 4 9 16 25 <1E-04 | 0.99 / 0.98 67% Dominante 1-4 3 - - Theissinger et al ., (2009)
depressus Repost
Lepidochelys |Costa del Pacifico de
pldochely: el Facti Playa Hermosa 2 13 13 2 - 0.99 30% Dominante 1-3 14 N - Jensen et al., (2006)
olivacea  |Costa Rica
Lepidochelys |Costa del Pacifico de . )
3 . Ostional 2 13 13 23 - 0.99 92% Dominante 1-4 2.8 - - Jensen et al ., (2006)
olivacea Costa Rica
Lepidochelys |Golfo de F 3 Punta Raton y El
epl.oc elys |sotto de Fonseca unta Ratony 2 8 8 16 - 0.92 75% Dominante 1-4 2 - - Duran et al ., (2015)
olivacea  |honduras Venado
Lepidochelys |Costa sur de Sinaloa,
pidochelys Costa sur de Sinaloa, El Verde 5 37 52 4 <1E-06 0.99 46% Equilibrado 1-4 16 15 Presente Este estudio
olivacea  |México -
Lepidochelys |Costa sur de Sinaloa, . )
) L. Las Cabras 2-4 13 13 16 < 1E-07 0.99 100% Equilibrado 2-7 4.5 3.8-4.2 Presente Este estudio
olivacea  |México -
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9. Discusion

9.1. Paternidad multiple

La presencia de paternidad multiple ha sido detectada en las nidadas de las siete
especies de tortugas marinas, encontrandose variaciones en el porcentaje de incidencia
entre especies y entre poblaciones de la misma especie (Pearse y Avise, 2001) por lo
cual se ha hipotetizado que tanto la abundancia de individuos en el sistema de
apareamiento como la densidad de individuos dentro de los sitios de cépula son los
factores determinantes para la presencia de este fendmeno (Jensen et al., 2006 y Zbinden
et al., 2007).

Jensen et al. (2006) analizaron dos colonias de L. olivacea en la costa del Pacifico
de Costa Rica: el Ostional y Playa Hermosa, la primera de anidacion masiva y la segunda
con anidacion solitaria. Determinaron paternidad multiple en el 92% de la colonia de
anidacién masiva del Ostional mientras que, en contraste, la colonia con anidacién
solitaria solamente 30%. Estas dos poblaciones geograficamente cercanas no mostraron
una diferenciacion genética evidente; por lo cual los autores sugirieron que las diferencias
en los niveles de paternidad multiple entre estas colonias pudieron deberse a diferencias
en las abundancias poblacionales en lugar de ser un fendémeno genéticamente
determinado. Duran et al. (2014) también detectaron un alto nivel de paternidad multiple
para L. olivacea (75%) en una pequena poblacion con anidacién en baja densidad en el
Golfo de Fonseca, Honduras, con un tamano de muestra relativamente pequefo
(evaluacion de ocho nidos), por lo que sugirieron que el porcentaje de paternidad multiple
de esta colonia podria estar incluso por encima del 75% calculado.

En C. caretta, también se han calculado una alta incidencia de paternidad multiple.
Ejemplo de ello es el estudio de Zbinden et al. (2007) quienes estimaron 93% de
paternidad mudltiple en la colonia de anidacién de Zakynthos, Grecia, la cual se estima que
tiene una poblacién reproductiva de menos de 500 hembras. En el caso de C. mydas,
Chassin-Noria et al. (2017) encontraron presencia de multiples padres en el 75% de la
colonia de anidacion de playa Colola en Michoacan, México; lo que contrasta con lo
encontrado por Fitzsimmons, (1998) para la misma especie en el sur de la Gran Barrera
de Coral, Australia en donde solo estimaron paternidad multiple en el 9% de las nidadas
analizadas. En esta misma regién, especificamente en las playas de Peak Island y Mon
Repos Theissinger et al. (2009) calcularon la incidencia de paternidad multiple en una

colonia de N. depressus, en la que encontraron que 67% de las nidadas evaluadas habian
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sido engendradas por mas de un padre, el cual puede considerarse un porcentaje
relativamente alto para esta colonia en la cual se estima que anualmente solo llegan a
anidar 300 hembras.

En el caso de D. coriacea y E. imbricata, especies con escasas abundancias y
catalogadas en peligro critico de extincién, los porcentajes de paternidad multiple
observados han sido de los mas bajos. Por ejemplo, Stewart et al. (2011) determinaron
42% de paternidad multiple en la colonia de tortuga laud que anida en Sandy Point, St
Croix, Islas Virgenes, E.U.A mientras que Figgener et al. (2015) encontraron un
porcentaje de paternidad multiple mas bajo (22%) para la colonia de esta misma especie
que anida en Playa Gandoca, Costa Rica. Por otro lado, para E. imbricata, Gonzalez-
Garza et al. (2015) encontraron solamente incidencia de multiples padres en el 6% de las
nidadas muestreadas en seis playas de anidacién de Yucatan, México.

En este estudio se documento la presencia de altos niveles de paternidad multiple
para las dos colonias analizadas de L. olivacea que anidan en la costa sur de Sinaloa. Por
un lado, para El Verde se encontrd presencia de multiples padres en el 46% de las
nidadas muestreadas, mientras que para la colonia de Las Cabras este fendmeno se
detectd en el 100% de las nidadas colectadas. No obstante, aunque en ambas colonias se
calculd un alto porcentaje de paternidad multiple los diferentes niveles puede ser un
efecto diferentes tamafos de muestra de individuos por nido. Para la colonia de El Verde
el niumero de crias analizadas por nido fue en promedio de 4, en cambio para Las Cabras
se evaluaron en promedio 16 crias por nidada. El escaso numero de muestras disponibles
en El Verde seguramente obstaculizé la identificacion del total real de padres adicionales
a los encontrados. Es relevante resaltar que el escaso numero de muestras usadas en el
presente estudio se debe a que se aprovecharon muestras derivadas de un estudio previo
con otros objetivos que no requerian de mayor cantidad de muestras. Por otro lado, el
numero recomendado de muestras de progenie por nido es de por lo menos 10 crias
(Stewart et al., 2010). Bajo esta consideracion, el nivel de paternidad multiple encontrado
en El Verde solamente puede ser considerado como valor “minimo”, comprendiendo que
el valor correcto podria estar por encima del 46% calculado. Ademas, para estas dos
colonias cuyos sitios de reproduccién se encuentran relativamente cercanos (109 km) no
deberia existir gran diferencia en su sistema de apareamiento.

La simulacién con el método bootstrap (de remuestreo, Seccién 8.14 ) nos permitié
verificar el marcado efecto del tamano de muestra de crias/nido utilizado para las dos

colonias analizadas con lo cual se demuestra que si bien para el de Las Cabras el tamafio
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de muestra cercano al promedio utilizado para esta playa de anidacién, y que
comunmente es usado en la mayoria de los estudios de paternidad, es posible la
identificacion de la totalidad de padres presentes en una nidada para la mayoria de los
muestreos. En marcado contraste, para el tamafo de muestra usado para El Verde las
estimaciones posibles del nimero de padres siempre fueron muy por debajo del valor real
con lo que se puede concluir que los resultados de ese sondeo no son confiables y
Unicamente pueden considerarse valores minimos. Este resultado permite inferir que el
analisis realizado para la colonia de Las Cabras brinda un resultado confiable de la
incidencia de paternidad multiple de la tortuga golfina, en la costa sur de Sinaloa. Otro
rasgo importante a resaltar para nuestro método en la deteccion de paternidad multiple es
la combinacion de diversos programas especializados para la reconstruccion de genotipos
y analisis de parentesco con el fin de obtener resultados mas sdlidos. Estudios como los
de Crim et al. (2002) y Hoekert et al. (2002) han basado sus analisis Unicamente con el
método manual de inferencia de alelos paternos, el cual puede sesgar los resultados
debido al tamafio de muestra. En este caso, con el uso de tres programas (GERUD,
COLONY y DADSAHRE) se obtuvieron resultados variables para algunas de las nidadas
de ambas colonias. Esta variacion pudo deberse a que en GERUD la informacién para la
busqueda de padres se limita a los datos de los miembros de una nidada, mientras que
DADSHARE y COLONY realizan la busqueda de los posibles padres empleando los
genotipos de todos los individuos muestreados de la colonia, con lo que hacen una
correccion del posible sesgo de los resultados debido al tamafio de muestra. En adicion a
lo anterior, COLONY es un programa que genera una base de datos mucho mas completa
que, ademas de las frecuencias alélicas de la poblacién (también solicitadas por los otros
programas), incluye tasas de error para cada marcador utilizado, informacion del sistema
de apareamiento de la especie y al mismo tiempo permite seleccionar el numero de
iteraciones por corrida, el método de analisis y el nivel de precisidon deseado para los
resultados. Ante posibles variaciones de resultados, el uso de distintos programas permite
probar la precisién de la informacion generada, mientras que la aplicacion de estadisticos
como la moda son funcionales para obtener resultados globales.

El porcentaje de paternidad multiple detectado para Las Cabras (100%) es el mas
alto reportado hasta el momento para L. olivacea, superando al 92% reportado por Jensen
et al. (2006) para la playa de anidacion masiva del Ostional, Costa Rica. Por otro lado, el
namero maximo de padres detectado para nidadas de este estudio fue de siete,

observado en dos de las 13 nidadas de Las Cabras; valor que se encuentra por encima
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del rango de 1-4 padres por nido reportados en la mayoria de las investigaciones de
paternidad mudltiple en tortugas marinas (Jessen et al., 2006; Theissinger et al., 2009;
Wright et al., 2012; Duran et al., 2015 y Chassin-Noria et al., 2017). Lasala et al. (2018)
reportd un maximo de siete padres por nido en nidadas de C. caretta del este del Golfo de
México, lo que coincide con lo encontrado en este estudio para L. olivacea. Esté niumero
de progenitores es el mas alto reportado hasta la fecha en nidadas de tortugas marinas.

Las Cabras es considerada una playa con potencial para la anidacién de tortugas
marinas, sin embargo, no se encuentra catalogada como una playa de anidacion masiva.
Una posible explicacion para encontrar tasas extremadamente altas de paternidad
multiple, asi como un alto numero de padres por nido en poblaciones pequefias o de
anidacién no masiva, como es el caso de Las Cabras, es que el factor mas influyente no
es el numero real de adultos sexualmente activos presentes, sino su densidad dentro del
area de apareamiento (Zbinden et al., 2007). Esta explicacion permite suponer que en los
sitios de copula de L. olivacea, de la costa sur de Sinaloa existe una alta densidad de
machos sexualmente activos lo que contribuiria al alto porcentaje de paternidad multiple
encontrado en este estudio. En la seccidn final se discuten posibles explicaciones para
este fendmeno.

Oftra hipotesis sustenta los altos indices de paternidad multiple reportados para L.
olivacea, asi como para otras especies de tortugas marinas, es que las hembras
desarrollan una actitud sumisa ante el apareamiento. Lee et al. (2017) tras hacer una
extensa revision de los estudios sobre el sistema de apareamiento de las siete especies
de tortugas marinas en diversas regiones, concluyen que la mejor explicacion seria que
las hembras no buscan activamente aparearse con multiples machos, sino que
simplemente ceden al apareamiento multiple para evitar el acoso por parte de los machos
quienes suelen tornarse agresivos. De acuerdo con esta hipotesis, aunque tanto el
apareamiento multiple como la resistencia al apareamiento son costosos para las
hembras, si los costos del apareamiento fueran mayores que el costo energético de la
resistencia a la copula, entonces se produciria poca o ninguna paternidad multiple. En
contraste, si el costo energético del apareamiento es bajo, la consecuencia seria que se
produzcan copulas con multiples machos. Mas alla de esta conclusién, los analisis de Lee
et al. (2017) que compararon datos de genética con informacién sobre distribuciones
geograficas de los derroteros migratorios de los reproductores detectados por rastreo
satelital, los llevaron a concluir que las tasas de paternidad multiple estan correlacionadas

no con el tamafo de las colonias sino con la densidad de agrupacion espacial (“packing
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density”) de los adultos. Esto es, la combinacién del traslape en distribucién geografica
durante la reproduccién y la abundancia de las poblaciones fuente.

La primera explicacion para paternidad multiple podria aplicar para las colonias
evaluadas en este estudio, implicando que las hembras son cortejadas por multiples
machos, dentro de un sitio de reproduccion relativamente reducido y en consecuencia
éstas sencillamente ceden al apareamiento al ser la opcién energéticamente menos
costosa, bajo lo que se ha denominado como “poliandria de conveniencia" (Thornhill y
Alcock, 1983). Sin embargo, los altos indices encontrados implicarian la mayor densidad
de ambos sexos que se hubiera encontrado para cualquier especie. Debido a que no se
cuenta con suficiente informacion respecto a las abundancias de reproductores en aguas
del sur de Sinaloa, no es posible por el momento verificar esta hipétesis, pero de igual
manera, la existencia de esta hipotesis le inyectara valor e impulso adicional al
seguimiento por rastreos satelitales no solo de hembras anidantes sino también de
machos de la especie.

Aunque se han teorizado sobre posibles beneficios de la paternidad multiple como
1) garantia de la fertilizacion en caso de que algin macho posea esperma de baja calidad,
2) mayor viabilidad de la descendencia a través de la competencia de esperma, 3) mayor
diversidad genética y 4) reduccion del acoso por parte de los machos durante el tiempo en
el que la hembra es montada (FitzSimmons, 1998), persiste el debate al no existir
validaciones conclusivas. En estudios con tortuga verde, C. mydas, no se encontrdé una
relacion entre los niveles de paternidad multiple y el éxito de fertilizacion, el éxito de
eclosion, el éxito de emergencia o el tamafo de la cria (Wright et al., 2012), sin embargo,
para la tortuga caguama, C. caretta, se encontré una relacion positiva entre el éxito de
eclosion y el numero de padres (Zbinden et al., 2007). Por lo tanto, este aspecto aun debe
ser estudiado a mayor profundidad para esclarecer si existe un patréon universal o si solo
aplica en algunas poblaciones o especies.

Zbinden et al. (2007) sugieren que es probable que la paternidad multiple aumente
el tamafo efectivo de las poblaciones y disminuya la deriva genética en comparacioén con
las poblaciones en la que las hembras se aparean con un solo macho. Los estudios de
paternidad son primordiales en la investigacion de tortugas marinas, debido a que pueden
proporcionar informacion sobre el comportamiento reproductivo que es dificil de observar
de forma directa puesto a que las copulas se producen en el mar. Los niveles de

paternidad multiple pueden afectar el tamafio y la diversidad de la poblacién de relevancia
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para determinar el potencial evolutivo de las poblaciones a futuro, por lo que deben

considerarse para fines de manejo y conservacion de estas especies.

9.2. Contribucién paterna por nido

La frecuencia de paternidad multiple es influenciada por la abundancia de dos tipos
de procesos; 1) Procesos precopulatorios como la proporcion sexual operacional y 2)
Procesos postcopulatorios que incluyen almacén de semen, la eleccion criptica y la
competencia espermatica (Palacios 2012). Por otro lado, la distribucion de las
contribuciones de cada uno de los padres depende de diferencias entre los machos en
cuanto al volumen y el éxito de los espermatozoides para ocupar las areas de
almacenamiento del oviducto y para competir con los espermatozoides de otros machos
(Gist y Congdon, 1998).

Theissinger et al. (2009) encontraron una prevalencia de machos dominantes en
nidadas con paternidad multiple de la colonia de N. depressus, que anida en Queensland,
Australia con el macho primario contribuyendo, en promedio, un 64% de la paternidad de
la nidada. La proporcion estimada de descendientes engendradas por un segundo padre
oscilé entre 10% y 50% con un promedio de 36%, mientras que, en los casos donde se
encontré a un tercer macho, su contribucién fue en promedio del 16%, con fluctuaciones
del 8-23%. Por otra parte, Zbinden et al. (2007) también encontraron dominancia en la
contribucién paterna en nidadas de C. caretta del Mediterraneo. Hicieron una
comparacion de los porcentajes de contribucion del macho dominante en los casos donde
se observaron 2-4 padres y encontraron que, a pesar del numero de machos que
engendraban las nidadas con paternidad multiple, los porcentajes de contribucién del
macho dominante eran casi idénticos, con oscilaciones entre el 41-59%.

Patrones de contribucion paterna similares, con dominancia de un solo macho, han
sido reportados en la mayoria de estudios con diversas especies de tortugas marinas
(Jessen et al., 2006; Phillips et al., 2013 y Figgener et al., 2015). No obstante, Howe et al.
(2017), encontraron una contribucién paternal homogénea (equilibrada) para nidadas de
hembras tanto experimentadas como nedfitas de tortuga caguama, C. caretta, que anidan
en la playa de Mon Repos en Queensland, Australia.

Para las colonias de El Verde y Las Cabras, no se encontré la presencia de un
macho dominante en las nidadas donde se dedujo paternidad multiple. Por el contrario, el
analisis del numero de crias engendradas por cada padre dentro de un nido alude a que
en estas colonias el porcentaje de fertilizacion de huevos entre los distintos machos que

logran fertilizar a una hembra mas bien apunta hacia un equilibrio.
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Gist y Gondon (1998) sugieren que en los sistemas de apareamiento con eleccién
aleatoria de pareja y con sucesion rapida entre la cépula con un macho y otro, los
espermatozoides viables de multiples machos se mezclan dentro de las areas de
almacenamiento oviducal lo que resulta en una fertilizacion equilibrada de los huevos. Por
el contrario, en sistemas de apareamiento en donde el primer macho defiende o acapara y
permanece asociado a la hembra durante tiempos prolongados, entonces el esperma del
primer macho podria llenar una porcion significativa del oviducto y tener una ventaja
competitiva sobre el esperma del o los machos subsecuentes.

El alto porcentaje de paternidad multiple, asi como del promedio de padres por nido
(4.5) encontrados en este estudio, en conjunto con la contribucién paterna equilibrada
encontrada en las nidadas engendradas por multiples machos, permite inferir que existe
una rapida sucesién de pareja con tiempos de copula relativamente cortos, que impiden
que el esperma de un solo macho llene toda el area de almacenamiento cubriendo la
totalidad de los huevos y en su lugar distintos machos logran la fertilizacion de un numero
moderado de éstos. Este escenario también seria congruente con una ausencia o
reduccion significativa de acaparamiento o defensa de la hembra por parte de los machos
en estas colonias, en comparacién con la mayoria de los casos estudiados.

Un sistema de apareamiento como el que hemos deducido para las colonias
estudiadas, conduciria a incrementos sustanciales en la diversidad genética en la
progenie en comparacion con menores niveles de paternidad multiple y cantidades

elevadas de apareamientos de multiples hembras por cada macho.

9.3. Poliginia

La poliginia es un tipo de poligamia con una tendencia de apareamientos de cada
macho con multiples hembras. Esta conducta ha sido identificada en diferentes especies
de tortugas marinas, pero en menor medida que la poliandria que también es poligamia,
pero en casos donde una hembra es fertilizada por multiples machos.

En estudios de paternidad multiple, solo es posible evaluar la poliginia cuando los
genotipos de los padres son reconstruidos mediante el genotipo de los descendientes, ya
que solamente de esta manera los machos que engendran crias de diferentes hembras
pueden quedar evidenciados.

Lasala et al. (2018), en su estudio de paternidad multiple de C. caretta no
encontraron a machos que repitieran paternidad en las nidadas de mas de una hembra de
la colonia. De manera similar, Wright et al. (2012) quienes evaluaron durante tres

temporadas la incidencia de paternidad multiple en la colonia de C. mydas que anida en el
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norte de Chipre, tampoco encontraron evidencia de que alguno de los machos
identificados hubiera fertilizado a mas de una hembra, al no encontrar medios hermanos
paternos entre las nidadas de las distintas hembras muestreadas durante cada
temporada.

El apareamiento con una sola hembra también ha quedado evidenciado para
machos de D. coriacea de las colonias de anidacion de St. Croix, Islas Virgenes, E.UA. y
Playa Gandoca, Costa Rica (Stewart et al., 2011 y Figgener et al., 2015), asi como
también para machos de E. imbricata de las colonias reproductoras de la Republica de
Seychelles y Yucatan, México (Phillips et al., 2013 y Gonzalez-Garza et al., 2015).

En contraste a lo reportado en investigaciones previas, en las colonias de El Verde y
Las Cabras si se identificaron machos que se aparearon con mas de una hembra.
Alrededor del 30% de los machos identificados para cada colonia fertilizaron las nidadas
de por lo menos dos hembras distintas. Este es quiza el primer estudio de paternidad
multiple que revela poliginia con estos niveles.

Sin embargo, evaluar la poliginia es complicado, puesto a que aun cuando ésta esté
presente, debido a diversos factores podria no detectarse. A continuacién, se enlistan
algunas de las causas que pueden permitir u obstaculizar la evaluacién de este
parametro:

- Factores que facilitan identificar la poliginia cuando existe

a) Poblaciones pequefias que permiten una buena cobertura de la totalidad de
los individuos machos con los muestreos.

b) Machos altamente activos durante la reproduccién, capaces de fecundar
multiples hembras y sin tendencia a dominancia en las copulas de uno solo.

- Factores que obstaculizan identificar poliginia cuando existe

a) Poblaciones con un alto numero de machos sexualmente activos relativo al
tamafo de la muestra, que evita lograr el muestreo de la totalidad para
evidenciar padres repetidos.

b) Machos con tendencia a copular con una sola hembra (monoginia) y una vez

que se han apareado se retiran del sitio de copula.

Aunque por falta de informacién no es posible en estos momentos conocer el
tamafio de las poblaciones de machos en las dos colonias estudiadas, en términos de las
abundancias conocidas para la tortuga golfina por la abundancia de nidos por afo, se
pueden considerar intermedia (El Verde) y pequefas (Las Cabras). Quiza por ello fue

posible identificar en el muestreo eventos de poliginia, particularmente en Las Cabras,
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aunado a la evidente tendencia hacia tanto altos niveles de padres como una
inseminacion equilibrada, conjuncion de factores que probablemente contribuy6é en el
éxito para la deteccioén de poliginia en este estudio.

Aunque los beneficios de poliandria aun no son claros; los beneficios de poliginia
son obvios; el apareamiento con tantas hembras como sea posible es una estrategia
reproductiva de reproducciéon que se ha postulado como contribuyente el éxito de
anidacion de las hembras, asi como en el éxito de eclosion de las crias (Stewart et al.,
2010).

Asimismo, en algunas especies de tortugas marinas como L. kempii (Shaver et al.,
2005; Hughes y Landry, 2016) donde se ha logrado rastrear los movimientos de los
machos posteriores a la reproduccion, se sabe que los machos tienden a residir durante
todo el afo en cercanias a las playas de anidacién, en contraste con el comportamiento
de las hembras que realizan migraciones post-anidacién de cientos hasta miles de
kilbmetros hacia sus sitios de alimentacién.

También para C. mydas y D. coriacea, se ha evidenciado una conducta sexual
interesante de los machos, y es que de manera similar permanecen cerca de diferentes
sitios de reproduccion durante todo el afio apareandose con hembras de distintas
colonias. Wright et al. (2012) rastrearon a un macho de tortuga verde, C. mydas,
inmediatamente después de la temporada de reproduccion en el norte de Chipre, y
observaron que este viajé a través o cerca de multiples sitios de anidacién en Chipre y
Turquia durante la temporada de reproduccion, antes de trasladarse a zonas de
alimentacion frente a la costa del norte de Africa. Algo similar fue reportado por James et
al. (2005), para la tortuga laud, D. coriacea; ellos detectaron que 4 machos rastreados
desde los sitios de cépula de Nueva Escocia, Canada, se movieron durante la temporada
de reproducciéon en las cercanias de multiples colonias de anidacion pequefas,
posiblemente buscando oportunidades de apareamiento con hembras de cada sitio, lo
que difiere con las hembras que normalmente muestran una gran fidelidad a los sitios
especificos de reproduccién y anidacion (Broderick et al. 2002).

Esta vision sugiere que los machos ademas de aparearse con multiples hembras de
una misma colonia, también son capaces de fertilizar hembras en distintas areas de
reproduccion e incluso de multiples colonias. Ademas de que esto apunta hacia un flujo
génico mediado por los machos (a diferencia de las hembras que tienden a ser fieles a
sus playas de anidacién), puede ser beneficioso para los machos, ya que maximiza sus

posibilidades de reproducirse y, por lo tanto, les permite engendrar un mayor numero de
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descendientes. Por lo anterior, se ha sugerido que la paternidad multiple en tortugas
marinas en realidad es impulsada por los beneficios que conlleva para los machos el

apareamiento con la mayor cantidad de hembras posible (Lee y Hays, 2004).

9.4. Proporcion sexual operativa

Se sabe que las hembras de las tortugas marinas, aunque tipicamente anidan mas
de una vez en una temporada, no lo hacen en afnos consecutivos. Una explicacion de esta
conducta es que éstas requieren una gran cantidad de energia para la produccién de
huevos y excavacién de nidos (Hays y Speakman, 1991), por lo tanto, requieren de un
intervalo post-anidacion y de acceso a fuentes abundantes de alimento apropiado para
recuperar una condicién corporal apta para la reproduccion (Coulson y Thomas,1985).
Estos sitios de alimentacién, por los requerimientos de calidad de las hembras de tortugas
marinas suelen estar localizados a distancias sustanciales de las playas de anidacion, por
lo que sus desplazamientos migratorios son vastos.

En contraste, el requerimiento de energia de los machos se limita a la produccion de
espermatozoides y su desplazamiento hacia las areas de reproduccién. Estas diferencias
de requerimientos energéticos siguieren que las hembras necesitan varias temporadas
(para algunas 3-5 afios) para obtenerlos y por ello omiten su reproduccién ese mismo
periodo. En el caso de los machos, ellos pueden reproducirse con mas frecuencia, incluso
anualmente. Por otra parte, la receptividad de las hembras al apareamiento dentro una
temporada de reproduccion puede medirse en dias (Comuzzie y Owens, 1990); mientras
que, por el contrario, los machos pueden permanecer sexualmente activos hasta por
varios meses (Wibbels et al.,1990).

La combinacién de una mayor frecuencia de reproduccién estacional, asi como un
mayor tiempo de actividad sexual dentro de una temporada reproductiva, pueden dar
lugar a proporciones sexuales operativas a favor de los machos, las cuales son altamente
contrastantes con las proporciones sexuales primarias fuertemente sesgadas hacia las
hembras observadas en la mayoria de las playas de anidacion.

Wright et al. (2012) estimaron una proporcion sexual operativa de 1.3
machos:hembra para C. mydas en el norte de Chipre (ver compendio en Tabla 21). Por su
parte, Stewart et al, (2011) calcularon una proporcion de sexos operacional de 1.4
machos:hembra para D. coriacea en lIslas Virgenes, E.U.A, lo que coincidid con lo
reportado por Figgner et al. (2015) para la misma especie en la costa del Caribe de Costa

Rica. Sin embargo, un mayor sesgo hacia los machos fue documentado por Lasala et al.
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(2018) quienes determinaron una proporcién de sexos en el sitio de coépula de 2.5
machos:hembra para C. caretta en la isla Sanibel, en el condado de Lee, Florida.

Aunque en estudios previos se han inferido proporciones sexuales sesgadas hacia
los machos, la proporcion sexual operativa calculada en esta investigacion (en el caso de
Las Cabras) es aun mas inclinada hacia los machos: 3.8—4.2 machos:hembras.

La proporcion sexual operativa es un parametro fundamental del crecimiento de la
poblacion y los cambios asociados con respecto a los valores éptimos de esta proporcion
pueden llevar a una reduccion del tamafio de la poblacion (Lehikoinen et al., 2008). Los
sistemas de apareamiento de las tortugas marinas tienen particular relevancia para la
conservacion en relacion con el cambio climatico debido a la determinacion sexual
dependiente de la temperatura, lo que deriva en que la mayoria de las poblaciones tengan
proporciones sexuales entre crias sesgada a las hembras, en las que se supone que la
mayor frecuencia de reproduccion de los machos proporciona un amortiguador contra el
impacto del cambio climatico en las relaciones de sexos de adultos (Hays et al., 2010;
Wright et al., 2012).

Los sistemas de apareamiento de las tortugas marinas deben ser resistentes y
flexibles para adaptarse a los cambios en el tamafio de la poblacién y la proporcién de
sexo primario, influenciados por los climas y entornos cambiantes, lo que puede asociarse
al comportamiento de apareamiento, incluida la busqueda de pareja, la competencia y la
eleccion de pareja (Jessop et al., 1999; Weir et al., 2011) y de esta manera reflejarse en
cambios de las proporciones sexuales operativas.

Si el cambio climatico resulta en una poblacion fuertemente sesgada hacia las
hembras, entonces la capacidad de los machos para fertilizar los huevos de multiples
hembras puede determinar la viabilidad de la poblaciéon (Boyle et al., 2014) e influir en el

tamano efectivo de la poblacion (Pearse y Anderson, 2009).

9.5. Relacion entre rasgos de las hembras y paternidad muiltiple

Son diversos los estudios que han buscado la relacién entre caracteristicas
fenotipicas particulares de las hembras de tortugas marinas y la incidencia de paternidad
multiple en sus nidadas. No obstante, en muchos casos no se han encontrado relaciones
significativas entre ambas variables; un ejemplo de ello es el estudio realizado por
Ekanayake et al. (2013), quienes no encontraron relacion significativa entre el largo curvo
del caparazon (LCC) y la presencia de paternidad multiple en la colonia de tortuga verde,

C. mydas, que anida en Kosgoda, Sri Lanka, esto fue consistente con los hallazgos de
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Lee y Hays, (2004) en la colonia de anidacion de esta misma especie en la isla de
Ascension.

No obstante, Zbinden et al. (2007) encontraron que, para las tortugas bobas, C.
caretta, que anidan en el Mediterraneo, las nidadas puestas por hembras mas grandes
exhiben paternidad multiple con mas frecuencia que las hembras mas pequefas; los
autores sugieren que una posible explicacion a este fendmeno es que las hembras mas
grandes nadan mas rapido que las mas pequefias y, por lo tanto, pueden llegar al area
reproduccion mas pronto y, por lo tanto, pasar mas tiempo apareandose.

Lo anterior contrasta a lo observado en este estudio para la colonia de Las Cabras,
en donde a pesar de que no se encontraron relaciones significativas entre variables
genéticas y el fenotipo de las hembras, la relacion entre el ancho curvo del caparazén
(ACC) y el numero de machos con el que se apared cada una podria ser indicio de que
las hembras mas pequefias posiblemente son fertilizadas por un mayor numero de
machos en comparacion con las de mayor tamano. Aunque la relacion entre variables no
fue fuerte, esta relacién probablemente seria mas robusta si se analizara a un mayor
numero de hembras. Sin embargo, suponiendo que la tendencia se confirma, es probable
que esta relacion se debe a que las hembras mas pequenas son mas facilmente
manipuladas por machos durante la copula por tener menos capacidad para defenderse
del acoso de los machos que las de mayor tamafo. Para las hembras de C. mydas se
han observado comportamientos caracteristicos para de evitar el cortejo de machos, que
incluyen girarse para enfrentar al macho, huir del area, cubrir la cloaca con las aletas
traseras, o varar (Booth y Peters 1972); algunas de estas estrategias probablemente
también sean empleadas por L. olivacea para evitar la cépula, las cuales podrian ser mas
facilmente ejecutadas por hembras mas grandes y fuertes, dejando en desventaja a las
mas pequenas.

A pesar de que pueden existir diferentes sugerencias acerca de que las
caracteristicas fenotipicas que favorecen el apareamiento con un mayor numero de
machos, todas estas deben de ser consideradas, ya que es posible que tanto las hembras
como los machos de tortugas marinas empleen diferentes estrategias de apareamiento

influenciadas por su edad, tamano, condicion fisica y experiencia (Wright et al., 2013).
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10.Conclusiones

VL.

La frecuencia de paternidad multiple estimada para El Verde y Las Cabras fue de
46% y 100%, respectivamente. Sin embargo, debido al pequefio tamafio de
muestra de El Verde (cuatro crias en promedio) se considera los resultados para
esta colonia solo como una estimacién minima cuando por su tamafo de muestra
aceptable el de Las Cabras es confiable y represente el valor real para esta
especie en la region. Este nivel de paternidad es de los mas altos reportados para
cualquier especie de tortugas marinas.

El numero maximo de padres estimados por nidada fue de 7, detectado en dos de
las 13 nidadas muestreadas de Las Cabras, con lo que supera al nUmero maximo
de padres reportado por la mayoria de los estudios de este tipo e iguala a lo
encontrado por Lasala et al. (2018) para Caretta caretta. No obstante, el promedio
de padres por nido calculado en estudio fue de 4.5 mientras que, la media
calculada por Lasala et al. (2018) fue de 2.5. El promedio de padres por nido
deducido en esta investigacion se encuentra entre los valores mas altos
documentados para las siete especies de tortugas marinas.

Los resultados para nidadas con paternidad multiple tanto en El Verde como en
Las Cabras, sugieren que los porcentajes de fertilizacion de huevos tienden hacia
un equilibrio entre los machos. Esto contrasta con lo reportado en otros estudios
con tortugas marinas donde existe la predominancia de un macho en cada nidada.
La proporcion sexual operativa calculada para ambas colonias,1.5 machos:hembra
para El Verde y 3.8-4.2 machos:hembra para Las Cabras, contrasté con la
proporcion sexual entre crias altamente sesgada hacia las hembras deducida para
la gran mayoria de las playas de anidacién de esta especie. Esto coincide con los
hallazgos de estudios previos.

El alto numero de padres por nido detectado en combinacién con la ausencia de
machos dominantes sugiere que, por lo menos estas colonias de tortuga golfina y
contrastando con lo reportado para otras especies, mantienen un sistema de
apareamiento con sucesion rapida de machos entre cépulas sin la dominancia de
ninguno.

La proporciéon sexual operativa fuertemente sesgada a los machos, asi como el
alto porcentaje de paternidad multiple observado en este estudio, indica que en los
sitios y temporadas de copula para ambas colonias hay una alta densidad de

machos con relacion a la de las hembras.
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12. Anexos

Anexo 1. Formulas de buffers empleados en el protocolo de purificacion de
muestras de ADN con silica

Algunas de las soluciones descritas en el protocolo de purificacion de ADN con
silica pueden estar incluidas en un sistema de extraccion de ADN comercial; pero se
puede reemplazar con los siguientes buffers:

Buffer de extraccion:
100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, 1% SDS, 0% mM EDTA, pH 8.0).

Buffer GT:
e Qiagen Buffer PB :5 M Gu-HCI, 30% isopropanol, agregue 5 volumenes a 1
volumen de PCR/enzymatic reaction.
¢ Qiagen Buffer PB (Enzymax variant): 5 M Gu-HCI, 20 mM Tris-HCI pH 6.6, 30%
etanol

Buffer de lavado:

e Qiagen Buffer PE: (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 80% ethanol) lavar dos veces con 750
uL.

e 5X Qiagen Buffer PE (Enzymax Variant): (80 mM NaCl, 8mM Tris-HCI pH 7.5)
Diluir a 1X con 100% etanol, concentracion1X: 16 mM NaCl, 1.6 mM Tris-HCI pH
7.5, 80% EtOH.

e GE Wash buffer: (2mM Tris-Cl pH8; 0.2mM EDTA and 80% ethanol) muy similar a
Qiagen, funcionara indistintamente. GE usar 400 uL para dos lavados, pero 750 uL
como Qiagen es probablemente mejor.

Tomado de: http://pipettejockey.com/2017/06/16/dont-throw-those-silica-dna-purification-
columnsbuffers-away-use-them-up/

Anexo 2. Genotipos de madres y crias de las colonias de anidacion de El Verde y
Las Cabras

Tabla 22. Genotipos maternos de la colonia de anidacion de Lepidochelys olivacea de El Verde
Camacho, Mazatlan, Sinaloa.

Genotipos Maternos para la colonia de anidacion de El Verde
Madre OR11 OR16 OR1 OR2 OR4
EV0145 166 170 246 246 230 232 186 186 152 164
EV1081 170 182 248 258 220 232 172 186 164 170
EV1257 166 186 246 246 230 232 184 186 154 158
EV1477 170 182 246 246 214 214 172 186 148 160
EV1803 166 196 256 258 240 242 172 172 148 166
EV1811 166 170 254 256 228 242 186 190 156 162
EV1818 166 190 246 256 214 228 182 190 152 154
EV1822 166 166 246 246 214 236 172 172 158 172
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Tabla 23. Genotipos de crias de la colonia de anidacién de Lepidochelys olivacea de El Verde Camacho,

Mazatlan, Sinaloa.

Genotipos de las crias para la colonia de anidacion de El Verde

Cria OR11 OR16 OR1 OR2 OR4
EV0145-1_E3C 170 182 246 248 | 232 234| 172 186| 152 176
EV0145-1_E4C 166 170 246 248 | 230 232 172 186| 152 154
EV0145-1_E5M 166 170 246 248| 230 232 172 186| 152 154
EV1081-1_CMA4C 182 190| 248 258| 220 228| 172 190| 164 170
EV1081-I_E2C 182 190 258 260| 220 228| 172 190| 154 170
EV1081-1I_CMm2C 182 190| 248 258| 220 220| 186 190| 164 170
EV1081-1I_E1C 170 170| 246  248| 220 228| 172 190| 164 170

89



EV1081-11I_E3C
EV1081-1lI_E4C
EV1257-1_E7C
EV1257-1_E8C
EV1257-1_ESM
EV1257-1I_CM3C
EV1257-1I_CMA4AC
EV1257-1I_E2M

EV1477-1_CM3C_

EV1477-_E17Gg
EV1477-1_E18Gp
EV1477-1_E1C
EV1477-1_E2M
EV1477-1_E3M
EV1477-1_E4M
EV1477-1_E5M
EV1803-I_CM1C
EV1803-I_CM2C
EV1803-I_E20Gp
EV1803-1_E21Gg

EV1803-1I_E2C
EV1803-1I_E4M
EV1803-1I_E5M
EV1803-1I_E6M

EV1803-I_E7Gg
EV1803-I_E8Gp
EV1811-l_E34C
EV1811-I_E36C
EV1811-l_E38M
EV1811-l_E39M
EV1811-1l_E2M
EV1811-1_ESM
EV1818-I_E12C
EV1818-_E13C
EV1818-1_E1M

182
182
182
166
170
182
166
170
170
170
170
170
170
174
170
170
186
166
186
186
186
166
166
166
166
166
170
166
170
170
170
170
174
166
166

182
204
186
166
186
186
186
186
182
182
182
182
174
182
182
170
196
186
196
196
196
166
196
186
186
186
170
170
174
170
170
170
190
166
174

246
258
246
246
246
246
246
246
246
246
246
246
246
246
246
246
248
248
248
248
258
248
256
258
256
256
246
246
248
248
248
248
246
246
246

248
260
246
246
248
246
246
246
248
246
246
246
246
246
246
246
256
256
258
258
260
256
260
260
260
260
256
256
256
256
256
256
256
256
250

212
232
230
230
230
230
230
230
214
214
214
214
214
214
214
214
238
238
242
242
238
242
242
238
238
238
222
228
222
222
236
236
226
226
214

232
234
232
232
232
232
232
232
226
214
214
214
214
214
214
214
240
240
244
244
240
244
244
240
240
240
228
236
242
242
242
242
228
228
226

172
172
186
182
184
182
186
184
172
172
172
172
172
184
184
184
172
172
170
172
172
172
172
172
172
172
186
186
186
186
186
186
182
190
182

172
190
190
184
186
186
190
186
186
186
186
172
186
186
186
186
172
172
172
172
172
172
172
172
172
172
190
186
186
190
186
190
196
196
196

154
154
152
154
154
152
152
154
144
160
160
148
148
148
148
160
148
148
148
154
154
154
148
154
148
148
156
156
162
156
152
152
150
150
152

164
164
158
158
186
154
154
166
160
160
160
160
160
148
160
160
154
154
160
166
166
166
154
166
154
154
166
160
166
160
156
156
152
152
154

90



EV1818-I_E2M

EV1818-1I_E3C
EV1818-lI_E5M
EV1818-1I_E6G
EV1818-1I_E7G

EV1822-1_CM3C
EV1822-1_CMA4C
EV1822-_E1C
EV1825_E2
EV1825_E3
EV1835-_E1C
EV1835-_E2C
EV1835-Ill_E1C
EV1843_E1
EV1843_E2
EV1846-1_CM3C
EV1846-1_CMA4C

EV1846-I_E1M
EV1846-I_E4M
EV1846-I_E5M
EV1846-II_E4M
EV1846-II_E5M
EV1847 E7

EV1869-1I_E3C
EV1869-II_E4C
EV1869-1I_E6M
EV1869-1I_E7M

EV1877-1_CM1C
EV1877-1_CM2C
EV1877-1_E3C
EV1877-1l_E4C
EV1883_E4
EV1883_E5
EV1883_E6
EV1883_E7

166
166
166
166
166
166
166
166
170
170
178
178
178
166
166
166
166
166
166
166
166
166
166
166
166
166
166
170
190
190
190
170
170
170
170

190
166
186
186
186
186
186
166
182
182
186
186
186
170
170
166
182
174
182
174
166
174
190
178
166
178
166
190
190
196
190
178
178
170
170

246
246
246
246
246
246
246
246
246
138
246
246
246
248
248
246
248
246
246
246
246
246
246
246
248
246
246
246
246
246
246
244
244
246
246

256
248
256
246
246
260
248
248
246
246
248
248
248
260
260
260
260
258
258
246
260
258
246
246
256
248
246
246
248
246
248
246
246
246
246

214
214
228
228
228
214
236
228
232
232
214
214
214
214
214
226
230
230
230
230
226
226
220
232
238
238
232
228
228
242
242
240
240
240
240

226
226
240
232
232
236
236
236
234
234
226
226
226
242
242
228
232
232
232
232
228
228
226
234
240
240
234
242
242
244
244
242
242
242
242

182
182
182
182
182
172
172
172
186
186
172
172
172
172
172
174
184
174
186
186
186
186
174
172
172
172
172
172
172
172
172
172
172
172
172

196
182
182
182
182
172
172
174
190
190
172
186
172
186
186
186
194
174
194
194
194
194
186
192
186
186
172
172
184
184
172
186
186
174
194

150
150
148
150
150
152
152
172
150
150
152
150
152
158
158
148
166
148
160
148
148
162
150
154
148
148
148
144
148
148
148
144
144
144
144

152
152
152
152
152
158
158
172
152
152
160
152
160
160
160
166
170
166
166
162
166
166
152
164
148
148
186
148
150
150
150
148
148
148
148

91




EV1885_E4
EV1885_E5
EV1886_E2
EV1886_E3
EV1900-I_E4C
EV1900-_E5M
EV1900-1I_E4C
EV1900-II_E5M
EV1924 E4
EV1924_E5
EV1930-I_E3C
EV1930-I_E4C
EV1930-_E5M
EV1930-I_E6M
EV1930-II_E2C
EV1930-1I_E4C
EV1932_E16
EV1932_E17
EV1942_E6
EV1942_E7
EV1943-_E3C
EV1943-_E4C
EV1943-_E5G
EV1943-_E6G
EV1943-II_E3C
EV1943-1I_E4C
EV1943-1l_E5G
EV1943-1l_E6G
EV1948_E7
EV1948_E8
EV1952_E2
EV1952_E3
EV1982-1l_E3C
EV1982-1l_E4C
EV1982-II_E5M

186
186
170
170
174
174
174
178
166
166
178
170
178
170
170
170
170
170
190
190
178
174
174
174
174
174
174
174
166
166
182
182
170
166
178

186
186
182
182
182
190
178
182
204
204
190
170
178
178
178
178
174
174
194
194
194
182
182
182
182
178
178
178
196
196
196
196
182
170
182

256
256
244
244
246
246
254
246
248
248
246
246
258
246
246
246
260
260
246
246
246
246
246
246
246
246
246
246
246
246
246
246
246
244
250

262
262
258
258
256
248
262
262
256
256
246
246
258
246
258
246
260
260
248
248
248
248
248
260
248
248
248
248
248
246
258
258
250
246
256

242
242
242
240
230
230
226
238
232
232
226
226
230
230
230
230
214
214
214
214
214
214
214
230
214
230
230
230
234
234
226
226
226
224
230

244
244
244
242
232
232
228
240
234
234
228
228
232
232
232
232
232
232
232
232
232
232
232
232
232
232
232
232
236
236
232
232
232
226
232

188
188
172
172
170
170
170
172
172
172
172
186
186
172
186
172
172
172
172
172
172
172
172
172
172
172
182
172
170
170
172
172
172
172
172

190
190
190
190
172
186
172
186
172
172
172
190
190
172
190
172
186
186
186
186
182
182
182
182
172
172
190
184
184
184
172
172
188
174
188

152
152
150
150
150
166
148
150
144
144
156
160
156
156
152
152
148
148
150
150
148
148
154
154
152
152
152
152
148
148
150
150
162
144
144

154
154
172
172
152
170
150
152
154
154
160
162
160
160
160
160
160
160
152
152
160
160
160
160
160
160
154
154
150
150
152
152
166
148
148

92



EV1998_E5
EV1998_E6
EV1999 E7
EV1999_E8
EV2011-I_E10C
EV2011-_E1M
EV2011-1_E2M
EV2011-I_E3M
EV2011-1_E5M
EV2011-1_E6M
EV2011-I_E7M
EV2011-I_ESM
EV2011-1_E9C
EV2011-1_E1M
EV2014-1_E1M
EV2014-Ill_CM3C
EV2014-1ll_CMA4C
EV2025_E6
EV2025_E7
EV2026-I_CM3C
EV2026-I_CMA4C
EV2026-I_E1M
EV2026-1l_CM1Gg
EV2026-1_CM2Gp
EV2026-1_E1M
EV2029_CM3C
EV2029_CMA4C
EV2029_E10M
EV2029_E11M
EV2029_E12M
EV2029_E13M
EV2029_E14M
EV2029_E16M
EV2029_E17M
EV2029_E18M

166
166
166
166
166
166
166
166
166
166
166
166
166
166
178
166
166
170
170
166
166
166
166
166
166
170
170
166
170
170
166
166
166
166
174

178
178
170
170
170
170
170
170
170
170
170
170
170
170
196
196
182
178
178
178
178
178
178
166
174
178
178
170
174
190
170
190
170
170
190

246
246
246
246
246
246
246
246
246
246
246
246
246
246
244
244
246
244
244
246
250
250
246
250
250
244
244
244
244
244
244
244
244
244
244

246
246
246
246
260
246
246
246
248
256
248
246
248
260
246
246
246
248
248
250
264
264
264
252
252
246
244
246
244
244
246
246
246
246
246

234
234
230
230
234
230
230
236
230
230
230
230
230
230
222
226
226
228
228
240
240
242
240
240
240
238
238
238
238
240
238
240
238
238
238

236
236
242
242
236
242
236
242
242
242
242
242
236
236
242
242
242
232
232
242
242
244
242
242
242
240
240
240
240
242
240
242
240
240
240

172
170
172
172
186
186
186
186
174
174
190
186
174
174
170
170
170
190
190
184
172
172
172
172
172
172
172
172
172
172
172
172
172
172
172

172
172
186
186
190
190
190
190
190
188
190
190
188
190
172
172
172
196
196
186
172
186
186
172
172
174
188
172
186
172
172
186
188
186
174

160
160
150
150
150
150
148
150
150
148
148
154
150
152
152
148
148
148
148
148
148
148
148
148
148
148
150
150
150
150
150
150
150
150
150

162
162
152
152
156
156
152
156
152
152
152
156
156
154
158
150
150
150
150
158
154
158
154
154
154
150
152
152
152
152
152
152
152
152
152
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EV2029_E19M
EV2029_E1M
EV2029_E20M
EV2029_E21M
EV2029_E22M
EV2029_E23M
EV2029_E2M
EV2029_E3M
EV2029_E4M
EV2029_E5M
EV2029_E6M
EV2029_E7M
EV2029_ESM
EV2038_E3
EV2038_E4
EV2069-1_E3C
EV2069-1_E4C
EV2069-_ESM
EV2069-1_E7M
EV2069-1_ESM
EV2094 E1
EV2094 _E2
EV2094_E3
EV2094_E4
EV2094_E6
EV2094_E7

166
170
170
170
166
166
166
166
170
170
170
170
170
166
166
178
170
170
170
170
174
174
182
182
174
174

170
190
190
170
170
170
190
170
190
170
174
170
178
174
174
186
196
196
178
196
190
190
190
190
186
186

244
244
244
244
244
244
244
244
244
244
244
244
244
254
254
246
246
246
246
246
244
244
244
244
244
244

244
246
246
246
246
244
246
244
244
246
246
246
246
256
256
260
260
260
260
260
254
254
254
254
246
254

238
240
238
238
238
238
240
238
238
238
238
238
238
228
228
226
214
214
214
214
234
234
234
234
234
234

240
242
240
240
240
240
242
240
240
240
240
240
240
240
240
226
214
214
214
214
236
236
236
236
236
236

172
172
172
172
172
172
172
172
172
172
172
172
172
172
172
172
172
172
172
172
186
186
190
190
190
190

172
186
188
186
172
186
172
186
174
188
174
188
174
196
196
188
188
188
188
172
190
190
198
198
198
198

150
150
150
150
150
150
150
150
150
148
150
150
148
150
150
160
160
160
152
160
148
148
148
148
156
156

152
152
152
152
152
152
152
152
152
150
152
152
150
152
152
166
166
166
154
166
168
168
168
168
168
168

Tabla 24. Genotipos maternos de la colonia de anidacién
de Lepidochelys olivacea de Las Cabras, Escuinapa,

Sinaloa.

Genotipos Maternos para la colonia de Las Cabras

Madre

OR4

OR11

CcP7D04

Ccl1G02

N009-M1
N047-M2
NO74-M3
N123-M4
N198-M5

174
154
152
160
154

176
154
170
166
156

248
238
220
250
238

260
244
242
250
238

378
350
350
396
354

390
382
380
410
392

286
290
298
286
298

310
302
302
326
302

94



N310-M6 | 150 158 | 220 240|368 374|306 310
N345-M7 | 168 170|226 238|346 370|302 306
N512-M8 | 154 160 | 244 250|358 382|302 318
N654-M9 | 156 170|238 244|354 362|290 298
N657-M10 | 160 164 | 238 254|384 384|280 330
N706-M11 | 150 154 | 220 248 | 350 362 | 290 322
N772-M12 | 154 164 | 250 258 | 362 384 | 290 302
N828-M13 | 164 176|220 220|360 390|298 332

Tabla 25. Genotipos de crias de la colonia de anidacion de
Lepidochelys olivacea de Las Cabras, Escuinapa, Sinaloa.

Genotipos de las crias para la colonia de Las Cabras

Cria OR4 OR11 | CcP7D04 | Cc1G02
N009-1 152 174|248 250|352 390|290 310
N009-2 154 174|250 260|366 378|310 322
N009-3 158 174|250 260|352 390|310 322
N009-4 152 174|248 250|352 378|290 310
N009-5 158 176|248 250|352 390|290 310
N009-6 158 176|248 250|366 378|286 290
NO09-7 158 176|224 248|352 378|286 322
N009-9 154 176|224 248|352 390|310 322
N009-11 166 176|238 248|352 390|286 290
N009-13 158 176|248 250|352 378|310 322
N009-14 166 176|238 248|352 390|290 310
N009-15 152 176|248 260|352 390|286 322
N009-16 152 176|248 260|352 378|290 310
N009-17 152 176|248 260|366 390|286 322
N009-18 152 174|248 260|352 378|286 290
N009-19 152 176|248 260|352 378|286 290
N009-20 148 176|238 248|352 378|290 310
N047-1 154 166|238 250|350 352(290 302
N047-2 154 166|238 250|380 382|302 302
N047-3 154 166|238 250|350 380|290 302
N047-4 154 164|238 238|350 352|290 302
N047-5 154 166|238 250|350 380|290 302
N047-6 154 166|238 250|380 382|290 302
N047-7 154 164|238 250|380 382|302 302
N047-8 154 154|238 250|380 382|290 290
N047-9 154 166|244 250|350 352(302 302
N047-10 154 166|238 250|350 380|290 302
N047-11 154 164|238 250|350 380|290 302
N047-12 154 166|230 238|352 382|290 302
N047-13 154 166|244 250|350 380|290 302




N047-14
N047-15
N047-16
N047-17
N047-18
N047-19
N047-20
N074-1
N074-2
NO074-3
NO074-4
NO74-5
NO74-6
NO74-7
NO074-8
N074-9
NO74-10
N074-11
NO74-12
N074-13
NO74-14
N074-15
NO74-16
N074-17
NO74-18
N074-19
NO074-20
N123-1
N123-2
N123-3
N123-4
N123-5
N123-6
N123-7
N123-8
N123-9
N123-10
N123-11
N123-12
N123-13
N123-14
N123-15
N123-16

154
154
154
154
154
154
154
152
152
152
152
152
152
170
152
152
152
152
152
152
152
152
170
152
152
152
152
156
156
156
156
152
152
156
156
156
152
156
152
152
152
156
156

166
166
166
164
174
166
154
170
154
154
154
168
168
176
156
176
168
168
174
156
154
176
176
166
166
166
170
166
160
166
160
166
166
166
166
160
160
160
166
166
166
160
166

238
238
238
238
244
238
238
220
220
220
242
232
220
220
220
220
232
232
232
242
232
220
220
220
232
232
220
238
238
238
246
246
238
246
238
246
238
246
238
238
246
246
238

250
250
250
244
250
250
246
242
246
220
246
242
246
232
242
232
242
242
242
250
242
232
232
232
242
242
242
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250

350
350
350
358
360
350
352
350
350
380
350
350
350
350
350
380
380
380
350
350
380
350
380
350
350
350
350
374
368
374
368
368
374
368
374
374
368
374
368
374
368
368
374

380
380
380
382
382
352
382
382
396
396
382
396
382
382
382
396
382
382
382
376
396
396
396
382
382
382
374
410
410
396
410
396
396
410
396
410
396
396
410
396
410
410
410

290
302
302
302
302
302
290
302
298
298
298
298
298
298
302
298
298
298
298
286
298
298
298
302
302
298
302
286
302
302
302
286
286
302
286
302
286
322
322
302
286
286
286

302
302
302
318
306
302
290
304
302
302
302
298
298
298
302
302
302
302
298
302
302
302
302
302
302
302
310
322
326
326
326
322
322
326
302
326
302
326
326
326
302
322
302
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N123-17
N123-18
N123-19
N123-20
N198-1
N198-2
N198-3
N198-4
N198-5
N198-7
N198-8
N198-10
N198-11
N198-12
N198-13
N198-14
N198-15
N198-17
N198-18
N198-19
N198-20
N310-1
N310-2
N310-3
N310-4
N310-5
N310-6
N310-7
N310-8
N310-9
N310-10
N310-11
N310-12
N310-13
N310-14
N310-15
N310-17
N310-18
N310-20
N345-3
N345-4
N345-5
N345-6

156
156
152
152
156
154
156
156
154
154
154
154
154
154
156
154
156
154
154
156
154
150
158
158
156
158
156
150
156
150
150
156
158
150
150
156
156
150
158
158
154
164
164

160
166
166
166
158
160
158
158
160
166
166
156
158
156
160
160
158
166
160
160
166
158
158
158
158
162
158
160
158
156
156
158
160
158
160
158
158
156
160
168
170
170
170

246
246
246
246
238
220
220
238
220
218
218
238
238
238
220
238
220
218
238
220
218
220
220
220
240
220
240
220
240
240
240
240
220
220
220
240
240
220
220
226
226
238
232

250
250
250
250
242
238
238
242
238
238
238
238
238
242
238
242
238
238
242
238
238
234
234
234
246
238
246
234
246
246
246
246
234
234
234
246
246
238
234
238
238
250
238

374
374
374
374
362
368
368
368
362
354
368
354
354
354
354
368
362
362
354
362
354
366
366
354
354
352
366
354
354
354
366
354
354
354
366
354
366
362
366
370
370
370
346

410
396
410
410
392
392
392
392
392
362
392
392
392
368
362
392
392
392
368
392
368
368
374
374
368
374
368
374
368
368
368
374
368
368
368
368
368
368
374
370
370
380
354

286
286
286
286
302
302
298
302
302
298
298
298
302
298
302
298
302
298
302
302
298
306
310
290
290
310
290
290
306
290
306
290
290
290
310
290
310
286
290
302
304
302
306

302
322
322
302
306
306
306
318
306
318
306
302
318
318
306
318
318
318
306
306
306
356
356
310
310
310
310
310
356
310
356
306
306
310
356
306
356
306
310
306
306
306
310
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N345-7
N345-8
N345-9
N345-10
N345-11
N345-12
N345-13
N345-14
N345-16
N345-19
N345-20
N512-1
N512-3
N512-4
N512-5
N512-6
N512-7
N512-9
N512-10
N512-11
N512-13
N512-15
N512-16
N512-18
N512-19
N512-20
N654-2
N654-3
N654-5
N654-6
N654-9
N654-14
N654-16
N654-17
N654-18
N654-21
N654-22
N654-24
N654-25
N654-26
N654-27
N654-28
N654-29

158
154
158
164
152
150
164
154
154
164
164
160
158
158
158
160
158
154
154
154
160
154
154
158
152
158
156
156
152
156
156
152
152
156
152
152
156
152
152
152
156
156
156

170
170
168
170
168
170
170
170
170
170
170
176
160
160
160
160
160
160
160
154
176
160
160
160
160
160
168
170
170
168
156
170
156
168
170
170
168
170
170
170
156
156
164

232
226
226
226
220
226
232
238
238
232
238
242
250
236
224
236
236
220
238
242
242
244
236
244
220
244
220
220
220
240
238
244
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
238

238
238
236
232
238
232
238
238
238
238
238
244
258
244
244
244
244
244
250
250
244
258
250
258
244
258
244
244
244
244
244
252
244
244
244
244
244
244
244
244
244
244
244

346
346
346
346
370
346
346
346
354
354
346
358
350
358
350
358
358
382
360
366
358
382
358
350
358
350
354
362
362
362
354
354
362
354
362
362
354
354
362
362
362
354
362

354
352
354
354
370
370
354
352
370
370
352
370
358
382
382
360
360
382
382
382
366
382
360
382
382
382
370
370
370
380
380
370
370
380
380
380
370
370
370
380
370
370
370

302
302
302
306
302
302
306
306
306
302
302
298
298
318
290
282
302
298
282
298
298
298
282
298
298
298
290
290
290
298
290
298
290
290
290
290
298
290
298
298
290
298
290

310
334
334
310
306
306
310
310
310
334
310
318
318
318
302
302
318
318
318
302
318
302
302
318
302
318
302
302
302
302
302
302
302
306
306
302
306
306
302
306
302
302
302
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N654-30
N657-1
N657-2
N657-3
N657-4
N657-6
N657-7

N657-12

N657-13

N657-15

N657-16

N657-18

N657-20
N706-3
N706-4
N706-5

N706-10

N706-11

N706-13

N706-15

N706-17

N706-18

N706-19

N706-20

N706-21

N706-22

N706-23
N772-3
N772-4
N772-6
N772-8
N772-9

N772-10

N772-12

N772-13

N772-14

N772-17

N772-21

N772-22

N772-23

N772-25

N772-26
N828-1

156
152
152
152
164
152
160
160
160
152
152
160
152
154
150
150
154
154
154
154
154
154
154
154
154
154
150
154
154
154
152
154
154
154
152
154
152
152
154
154
152
152
152

164
164
164
164
170
160
166
166
170
160
160
166
160
158
154
154
156
156
156
156
156
156
156
156
156
156
154
168
168
158
154
162
164
158
154
158
154
154
158
174
154
154
176

238
238
238
238
238
238
236
238
238
238
220
238
238
220
220
240
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
250
250
250
250
250
244
238
250
238
248
248
250
250
248
248
220

244
254
254
254
254
254
238
250
254
254
238
250
254
220
240
248
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
248
258
258
258
258
258
250
258
258
258
258
258
258
258
258
250
246

362
370
384
380
380
378
370
380
370
384
370
380
380
350
350
350
350
350
350
350
350
350
362
350
350
350
362
362
362
384
362
362
346
362
362
384
362
362
384
362
384
362
360

384
384
390
384
384
384
384
384
384
390
384
384
384
362
350
374
362
362
374
362
350
374
374
362
374
374
374
384
362
390
362
362
362
392
384
384
384
384
390
362
384
362
374

298
314
280
302
302
302
280
302
280
280
280
280
314
290
290
290
290
290
318
290
290
306
318
290
318
318
290
302
290
298
290
302
290
288
290
288
290
290
288
294
290
290
298

330
330
302
330
330
330
302
330
314
302
302
302
330
318
318
306
306
306
322
306
306
322
322
318
322
322
310
314
294
302
294
314
294
290
290
290
316
298
290
302
298
316
316
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N828-2
N828-4
N828-5
N828-7
N828-8
N828-9
N828-11
N828-14
N828-16
N828-17
N828-18
N828-22

152
160
160
152
160
160
152
154
154
152
160
158

176
176
176
164
176
176
164
164
164
164
164
164

220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220

246
238
246
246
246
246
238
238
238
238
238
238

360
374
360
390
390
360
390
390
360
374
390
360

374
390
390
390
390
390
390
390
374
390
390
374

298
316
316
280
280
280
280
298
316
316
280
316

316
332
332
332
298
332
298
316
332
332
332
332

Anexo 3. Variacion en el nimero de padres por nidada de acuerdo con GERUD,

COLONY y DADSHARE para las colonias de anidacion de El Verde y
Las Cabras

Tabla 26. Numero de padres por nidada, de acuerdo a la estimacion de 3 programas de analisis de
paternidad. Informacién para la colonia de anidacion de tortuga golfina, Lepidochelys olivacea, de El Verde
Camacho, Mazatlan, Sin.

ID de la nidada

GERUD

COLONY
corrida a

COLONY
corrida b

COLONY
corrida ¢

DADSHARE

Consenso

EV0145 (N1)

EV1081 (N1)

EV1081 (N2)

EV1081 (N3)

EV1257 (N1)

EV1257 (N2)

EV1477 (N1)

EV1803 (N1)

EV1803 (N2)

EV1811 (N1)

EV1811 (N2)

EV1818 (N1)

EV1818 (N2)

EV1822 (N1)

EV1825 (N1)

EV1835 (N1)

EV1835 (N3)

EV1843 (N1)

EV1846 (N1)
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EV1846 (N2)

EV1847 (N1)

EV1869 (N2)

EV1877 (N1)

EV1877 (N2)

EV1883 (N1)

EV1885 (N1)

EV1886 (N1)

EV1900 (N1)

EV1900 (N2)

EV1924 (N1)

EV1930 (N1)

EV1930 (N2)

EV1932 (N1)

EV1942 (N1)

EV1943 (N1)

EV1943 (N2)

EV1948 (N1)

EV1952 (N1)

EV1982 (N2)

EV1998 (N1)

EV1999 (N1)

EV2011 (N1)

EV2011 (N2)

EV2014 (N1)

EV2014 (N3)

EV2025 (N1)

EV2026 (N1)

EV2026 (N2)

EV2029 (N1)

EV2038 (N1)

EV2069 (N1)

EV2094 (N1)
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Tabla 27. Numero de padres por nidada, de acuerdo a la estimacién de 3 programas de analisis de paternidad. Informacién

ara la colonia de anidacién de tortuga golfina, Lepidochelys olivacea, de Las Cabras, Escuinapa, Sinaloa.
COLONY | COLONY | COLONY COLONY | COLONY | COLONY
ID de DAD- DAD-

la GERUD | corrida | corrida | corrida SHARE GERUD | corrida | corrida | corrida SHARE | Consenso

. (2 Loci) a b c . | (4 Loci) a b c .
IEELS (2 Loci) | (2 Loci) | (2 Loci) (2 Loci) (4 Loci) | (4 Loci) | (4 Loci) [l

3 3 3 3 3 3

NO09
N047
NO74
N123
N198
N310
N345
N512
N654
N657
N706
N772
N828

IS
v

RIBINININIWININININIW|IN (-
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NNV N ([fW(B OO
NNV IN([fW(B|UOWO
NN IO O (U |U
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NN WLt |(FR|00|N
NIN|wWo(Ltn|_(o(_|A~(|(FL|00|N
WO |IN|IN|U|N U,
NIN|IN U NN (dWLWO|W

Anexo 4. Genotipos paternos de las colonias de anidacion de El Verde y Las
Cabras

Tabla 28. Genotipos paternos de la colonia de anidacion de Lepidochelys olivacea de El Verde Camacho,
Mazatlan, Sinaloa.

Genotipos paternos reconstruidos para la colonia de anidacién de El Verde
Prob. Global
Promedio de todos los Padres
80%
Padre OR11 OR16 OR1 OR2 OR4 : f;:?’;f:‘;gil're

PO1 170 182 | 246 248 | 232 234 | 172 172 | 152 176 76%
P02 166 170 | 248 248 | 226 232 | 172 172 | 144 154 90%
P03 170 190 | 246 248 | 220 228 | 186 190 | 152 170 74%
P04 190 204 | 260 260 | 228 234 | 172 190 | 154 154 84%
PO5 182 182 | 246 246 | 212 232 | 172 172 | 154 154 92%
P06 166 182 | 246 246 | 230 232 | 182 190 | 152 154 85%
P07 170 170 | 248 248 | 232 232 | 186 196 | 148 186 75%
P08 170 174 | 246 248 | 222 232 | 186 186 | 160 166 83%
P09 170 174 | 246 246 | 214 214 | 172 184 | 148 160 100%
P10 166 186 | 248 260 | 238 244 | 172 172 | 154 154 100%
P11 186 186 | 248 262 | 242 244 | 170 190 | 154 160 86%
P12 170 170 | 246 248 | 236 236 | 186 186 | 152 160 82%
P13 166 174 | 250 256 | 226 228 | 196 196 | 150 152 83%
P14 166 166 | 246 248 | 214 226 | 182 182 | 150 152 78%
P15 186 186 | 246 246 | 232 240 | 182 182 | 148 150 91%
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P16
P17
P18
P19
P20
P21
P22
P23
P24
P25
P26
P27
P28
P29
P30
P31
P32
P33
P34
P35
P36
P37
P38
P39
P40
P41
P42
P43
P44
P45
P46
P47
P48
P49
P50
P51
P52
P53
P54
P55
P56
P57

166
166
170
178
170
166
182
178
166
166
166
170
190
170
170
182
174
178
178
170
170
190
178
174
174
166
170
166
166
166
166
166
178
178
166
170
166
174
166
178
170
174

186
166
170
196
170
174
190
182
166
178
166
170
196
170
170
182
178
182
190
170
174
190
194
174
174
166
182
166
170
170
170
170
178
178
174
178
170
174
166
186
170
182

248
246
138
246
260
246
246
246
246
244
246
246
246
246
244
246
254
246
246
246
260
246
246
246
246
246
246
244
246
246
246
248
246
246
250
244
244
244
246
246
246
246

260
248
246
246
260
258
248
258
246
248
246
246
248
246
244
256
254
246
246
246
260
248
246
246
246
248
250
246
246
260
246
256
246
250
252
246
244
246
246
246
246
254

214
228
232
226
214
226
232
232
232
240
232
228
242
240
240
232
226
238
226
226
232
214
214
214
230
234
232
224
230
230
236
230
222
240
240
238
240
238
238
226
214
234

236
228
232
226
214
232
232
232
234
240
234
242
244
242
244
232
228
240
228
228
232
232
232
230
230
242
232
226
230
234
242
230
242
242
240
240
242
240
240
226
214
236

172
172
186
172
172
174
184
172
172
186
172
172
172
174
172
172
172
172
172
186
186
172
172
172
184
170
172
172
186
174
186
174
172
172
172
174
172
174
172
172
172
190

172
174
186
172
172
186
186
186
192
186
172
172
172
194
190
172
172
186
172
186
186
172
172
172
190
172
188
174
186
186
186
190
172
184
172
188
186
186
188
172
172
190

152
172
150
150
160
148
166
152
154
148
148
144
148
148
150
152
148
152
156
160
148
150
148
152
152
148
144
144
148
150
150
148
152
154
154
148
152
150
150
160
154
148

152
172
152
152
160
162
170
160
154
148
186
148
150
148
150
152
150
152
160
162
148
152
148
160
152
162
166
148
152
154
150
150
158
158
154
152
152
152
152
166
166
156

86%
84%
78%
95%
58%
78%
75%
98%
82%
81%
84%
82%
80%
85%
86%
65%
61%
58%
71%
82%
71%
67%
72%
83%
78%
90%
72%
80%
75%
82%
60%
78%
79%
86%
79%
78%
77%
65%
61%
76%
96%
89%
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Tabla 29. Genotipos paternos de la colonia de anidacion de
Lepidochelys olivacea de Las Cabras con el analisis del

Escenario 1 (2 loci).

Genotipos paternos reconstruidos para la colonia de
anidacion de Las Cabras
Prob. Global
Promedio de todos los

Padres

81%
Padre | CcP7D04 | Cc1G02 R Lpgzibéfr";:l're

PO1 352 352 | 290 290 100%
P02 352 366 |322 322 98%
P03 366 366 | 290 356 97%
P04 352 352 {302 302 79%
P05 380 380 | 302 302 100%
P06 380 382 [ 290 290 76%
P07 358 382 | 302 318 79%
P08 360 382 | 302 306 74%
P09 350 382 |302 304 78%
P10 396 396 | 298 302 79%
P11 382 382 | 298 302 100%
P12 350 376 | 286 302 90%
P13 350 374 | 302 310 68%
P14 368 374 [ 322 322 99%
P15 368 368 | 302 302 96%
P16 | 374 374 |302 302 99%
P17 386 410 | 286 322 72%
P18 362 368 | 306 318 100%
P19 354 354 | 302 302 47%
P20 354 354 |302 318 65%
P21 354 354 | 290 290 98%
P22 352 354 (310 334 100%
P23 354 354 | 306 356 70%
P24 362 362 | 286 306 62%
P25 370 370 | 302 302 100%
P26 370 370 | 304 306 98%
P27 370 370 | 298 298 70%
P28 350 350 | 298 298 85%
P29 382 382 | 318 318 80%
P30 350 350 |[290 302 60%
P31 360 360 | 282 302 75%
P32 366 382 | 298 302 47%
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P33
P34
P35
P36
P37
P38
P39
P40
P41
P42
P43
P44
P45
P46
P47
P48
P49

380
370
362
370
390
378
350
362
346
390
362
362
384
362
362
374
390

380
370
384
380
390
384
374
374
362
390
392
384
390
362
384
390
390

306
306
298
314
302
302
306
290
294
298
288
290
288
290
298
316
280

306
306
330
314
302
302
318
310
314
302
290
290
290
316
298
316
280

59%
51%
76%
76%
82%
82%
100%
63%
99%
60%
86%
73%
96%
71%
63%
97%
85%

Tabla 30. Genotipos paternos de la colonia de anidacion de Lepidochelys
olivacea de Las Cabras con el analisis del Escenario 2 (4 loci).

Genotipos paternos reconstruidos para la colonia de anidacién de Las

Cabras
Prob. Global
Promedio de todos los

Padres
74%

Padre| OR4 | ORIl |CcP7D04| Cc1GO2 Prob. Global

2 Loci por Padre
PO1 |152 152|248 250|352 366|290 322 92%
PO2 |154 158|224 250|352 366|290 322 100%
PO3 |148 166|238 250|352 352|290 290 65%
PO4 | 166 166|230 250|352 352|302 302 78%
PO5 |164 166|250 250|380 380|302 302 93%
PO6 |154 164|238 238|352 354|302 310 90%
PO7 |152 154|238 250|380 382|290 290 52%
PO8 |154 164|238 250|358 382|302 318 59%
P09 |154 174|250 250|360 382|302 306 76%
P10 |152 154|238 246|352 382|290 290 58%
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P11
P12
P13
P14
P15
P16
P17
P18
P19
P20
P21
P22
P23
P24
P25
P26
P27
P28
P29
P30
P31
P32
P33
P34
P35
P36
P37
P38
P39
P40
P41
P42
P43
P44
P45
P46
P47
P48
P49
P50
P51
P52
P53

152
154
154
166
152
152
152
152
152
158
154
152
154
158
156
158
156
158
152
158
154
152
150
154
158
158
152
152
156
156
152
152
152
160
154
154
162
158
152
154
158
152
152

154
168
154
176
156
174
156
154
156
160
166
154
158
160
156
162
156
164
154
164
154
156
170
176
158
160
154
168
156
164
170
152
152
166
156
154
168
158
174
164
158
154
152

238
232
220
232
220
232
250
238
238
220
218
238
238
220
246
238
238
238
238
232
238
220
232
242
224
236
220
220
238
238
238
238
238
236
220
238
250
238
238
244
238
238
248

250
246
220
232
220
242
250
250
246
242
242
250
238
234
246
250
250
250
250
236
250
252
232
250
258
238
258
240
250
250
250
250
250
238
240
250
250
250
250
250
238
250
250

350
382
380
382
350
350
350
350
368
362
362
354
354
354
354
352
362
370
370
354
352
370
370
366
350
360
382
370
354
362
370
390
378
370
350
362
362
390
362
346
384
362
362

382
396
396
396
382
382
376
374
374
368
368
354
354
366
366
374
362
370
370
354
352
370
370
370
350
382
382
380
380
384
380
390
384
370
374
374
362
390
362
362
392
384
384

302
298
302
298
302
298
286
302
302
306
306
302
302
290
290
310
286
302
304
310
302
302
302
298
290
282
298
302
302
298
302
302
302
302
306
290
294
288
294
290
288
290
298

304
298
302
302
302
298
302
310
322
318
318
302
318
356
356
310
306
302
306
334
334
302
302
298
298
318
298
306
302
330
314
302
302
302
318
310
314
298
302
294
290
290
316

42%
88%
67%
98%
64%
74%
76%
37%
100%
100%
89%
26%
73%
99%
93%
64%
53%
55%
51%
99%
61%
99%
62%
84%
94%
83%
78%
100%
54%
56%
77%
58%
56%
72%
82%
51%
87%
57%
66%
73%
83%
52%
79%
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P54
P55

152 160
154 158

238 246
238 238

374 390
374 390

280 316
298 316

100%
77%
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