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Evaluacion de la diversidad genética de
Lepidochelys olivacea en la colonia de
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Resumen

Ixtapilla es una zona de anidacion relativamente reciente (1997) para
la tortuga golfina donde en los tltimos afos esta especie ha presentado
incrementos poblacionales significativos. Sin embargo, este sitio no
cuenta con una categorfa de proteccién ni con informacién sobre la
diversidad genética. La generacién de esta informacién es importante ya
que la diversidad genética es el componente bdsico de la biodiversidad,
dado que juega un papel fundamental tanto a corto como a largo plazo en
la dindmica de las poblaciones, ademds su conocimiento ayuda a planear
estrategias de conservacion, a entender la forma, la velocidad y las causas
de su pérdida. Por ello, en este trabajo se evalud la diversidad genética
de Lepidochelys olivacea en la zona de anidacién Ixtapilla, mediante el
uso de secuencias de la regién control del ADN mitocondrial (ADNmt)
de 33 tortugas. Se encontraron ocho haplotipos; de los cuales seis ya
habian sido reportados para el Pacifico oriental y dos son privados para
Ixtapilla. Se registré una diversidad haplotidica de 0.68 y una diversidad
nucleotidica de 0.0029 para esta poblacidn, estos valores son similares
con otras zonas de anidacién del Pacifico oriental. Dados los valores de
diversidad y la presencia de dos haplotipos privados para Ixtapilla, es de
crucial importancia que se incrementen los esfuerzos de conservacién
para salvaguardar estos haplotipos, ya que de no aplicar las medidas
de proteccién adecuadas, podria reducirse la poblacién, llevando a la
pérdida de variabilidad genética en esta poblacion.

Palabras claves: Conservacién, Diversidad genética, Lepidochelys
olivacea, Regién control.

Abstract

Ixtapilla is a relatively recent nesting site (1997) for the olive ridley turtle,
where in the last years this species has shown significant increments
in population size. However this site does not have any protection
status and genetic diversity information is lacking. This information is
important due to the role of genetic diversity as a main component of
biodiversity, playing a fundamental role in the short as well as in the
long term population dynamics. In addition, this knowledge helps to
understand the speed and causes of diversity loss and helps to generate
conservation strategies. This paper evaluates the genetic biodiversity of
Lepidochelys olivacea in the nesting zone of Ixtapilla using mitochondrial
DNA (mtDNA) control region sequences from 33 turtles. We found
eight haplotypes; from which six had been reported before in the Eastern
Pacific and two are private from Ixtapilla. We reported a haplotype
diversity of 0.68 and a nucleotide diversity of 0.0029 for this population.
Those values are similar to values reported in other nesting sites in the
Eastern Pacific. Both the diversity values and the two unique haplotypes
found in Ixtapilla remark the importance of increasing the conservation
efforts to preserve those haplotypes since failing on this task may reduce
the population leading to loss of genetic variability in this population.

Key words: Conservation, genetic diversity, Lepidochelys olivacea,
control region.

Introduccion

La tortuga golfina (Lepidochelys olivacea, Eschscholtz, 1829) es
una especie pantropical comun en el Pacifico oriental, la costa
noreste de la India y el océano Atdntico, donde se encuentran
sus principales playas de anidacién (Mérquez, 1990). El Pacifico
oriental es la segunda zona mds importante de anidacién en todo
el mundo dadas las grandes agregaciones o arribadas que ocurren
principalmente en México y Costa Rica (Pritchard, 1997;
Delgado y Alvarado, 1997).

Particularmente en México se han destacado grandes arribadas
con mids de 2.000 nidos al ano en playas como Mismaloya en
Jalisco, Tlacoyunque en Guerrero, Chacahua, La Escobillay Moro
Ayuta en Oaxaca (Mdrquez, 1990), no obstante, la abundancia
de estas tortugas en varias de estas colonias de anidacién ha
disminuido en gran medida resultado de la sobreexplotacién
(Abreu-Grobois y Plotkin, 2008), razén por la cual la Unién
Internacional para la Conservacién de la Naturaleza (UICN)
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coloca a esta especie en la categoria de especie vulnerable (Abreu-
Grobois y Plotkin, 2008).

Actualmente, la tercera playa de anidacién mds importante
en México después de La Escobilla y Morro Ayuta, es Ixtapilla en
Michoacdn, donde se empezd a registrar la llegada de esta especie
en 1994 y la primera arribada en 1997. La Escobilla e Ixtapilla
son las tnicas zonas de anidacién en México que han tenido un
incremento significativo en los tltimos afios en la poblacién de
L. olivacea, por ejemplo en 1988 La Escobilla presentaba 50.000
nidos y en el afio 2000 conté con mds de un millén de nidos
(National Marine Fisheries Service y U. S. Fish and Wildlife
Service, 2014), en el caso de Ixtapilla, no se posee informacién
sobre el tamano de la poblacién al inicio de las primeras arribadas,
no obstante, se ha reportado entre 2008 y 2010, de seis a nueve
arribadas por afio contabilizando en promedio 30.325 nidos por
arribada (Centro Mexicano de la Tortuga, inédito). Sin embargo,
solo La Escobilla cuenta con acciones de proteccién, dado que
es un drea protegida bajo la categoria de Santuario y desde 1977
cuenta con un campamento tortuguero (Penaflores y Natarén,
1988). Ixtapilla ademds de ser una colonia de anidacién reciente
sin categorfa de proteccion, no cuenta con informacién sobre la
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biologfa poblacional y diversidad con aproximaciones ecoldgicas
o genéticas para la tortuga golfina.

La diversidad genética es un componente bdsico de la
biodiversidad, esta juega un papel fundamental tanto a corto
como a largo plazo en la dindmica de las poblaciones (Mills,
2007), su conocimiento ayuda a evaluar la capacidad de respuesta
de las poblaciones ante cambios ambientales, a planear estrategias
de conservacién, a entender la forma, la velocidad y las causas de
su pérdida (Pifiero et al., 2008), ademds de inferir caracteristicas
histéricas demograficas de la poblacién (Chassin-Noria ez al.,
2004). Para evaluar la diversidad genética en diferentes especies
de tortugas marinas se ha usado la regién control o Dloop del
ADN mitocondrial (ADNmt) (Encalada ez 2/, 1996; Chassin-
Noria et al., 2004) debido a su alta tasa de evolucién nucleotidica,
baja recombinacién y gran variacién intraespecifica (Eguiarte e¢
al., 2007).

Dada la importancia de Ixtapilla como zona de anidacién, su
creciente poblacién y la carencia de informacién sobre la biologfa
poblacional o diversidad para esta especie en esta poblacién, en
el presente estudio se evaltia la diversidad genética de L. olivacea
en la colonia de anidacién Ixtapilla, mediante el uso de la regién
control del ADNmt.

Materiales y métodos
Durante el 2008 se colectaron en Ixtapilla, municipio de Aquila,
Michoacdn (Latitud 18° 25 00.53” N, Longitud 103° 32’ 05.88”
O; Figura 1) muestras de sangre de 33 hembras adultas utilizando
la técnica descrita por Owens y Ruiz (1980), inmediatamente
después a la puesta de huevos. Todas las muestras se preservaron
en 1mL de buffer litico (100mM Tris-HCI, pH 8, 100mM
EDTA, pH 8, 10mM NaCl y 1.0% SDS; Dutton, 1996).

La extraccién de ADN se llevé a cabo de acuerdo al protocolo
propuesto por FitzzSimmons (1997). La amplificacién se realizd
mediante PCR usando los oligonucleétidos LCM-15382 y H950

120°

(Abreu-Grobois ez al., 2006), para obtener un fragmento de la
regién control del ADNmt. Las amplificaciones por PCR se
llevaron a cabo en un volumen total de 25 pL con 2.5 uL de
buffer 10 X (100 mM Tris, 500 mM, KCI; pH 8), 0.5 uM de
cada oligonucleétido, 200 uM de dNTPs, 3.5 mM de MgCl,,
1pL de BSA (Albimina de Suero Bovino), 2U de Taq polimerasa,
y de 20 a 200 ng de ADN. El programa de amplificacién fue
el siguiente: 94 °C por 5 min, seguido de 35 ciclos de 94 °C
durante 60 s, 50°C durante 60 s, 72°C durante 60 s y una
temperatura de extensién final de 72°C durante 7 min. Los
productos de amplificacién fueron observados en geles de agarosa
al 1.5% tenidos con Syber Safe (Invitrogen). La secuenciacién
de los productos de PCR se realizé en un laboratorio de servicio
(Macrogen USA) con el oligonucleétido LCM-15382.

Se usé el programa DnaSP (Librado y Rozas, 2009) para
evaluar la variacién nucleotidica de las secuencias obtenidas con
el fin de determinar la regién con mayor variacién y el punto
de corte de las secuencias que se obtuvieron, esto para poder
comparar con secuencias de menor longitud. La edicién de
las secuencias se realizé6 en MEGA 5 (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis; Tamura et 4/, 2011). El alineamiento de
secuencias se realizd con Clustal W (Thompson ez al., 1994) en
el programa MEGA 5 (Tamura ez al., 2011), y al mismo tiempo
se compararon con cinco secuencias alojadas en el GenBank
(Ntimeros de acceso: AY920519 — AY920523), 14 secuencias de
la literatura (Bowen et al., 1998; Brisefio-Duefias, 1998) y las
secuencias obtenidas de Ixtapilla para determinar la cantidad e
identidad de haplotipos encontrados.

Con las secuencias que se obtuvieron de Ixtapilla se calculd la
diversidad haplotidica (/) y nucleotidica () utilizando el software
Arlequin version 3.5 (Excoffier, 2010), para compararlas con siete
poblaciones pertenecientes al Pacifico oriental (La Escobilla, Baja
California Sur, Puerto Arista, Tlacoyunque, El Verde, Nancite,
Ostional), dos al Oeste Indopacifico (Sri Lanka y Australia) y
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Figura 1. Localizacion de la colonia de anidacion Ixtapilla en el municipio de Aquila, Michoacan y las otras poblaciones utilizadas en este estudio (Bowen et al.,

1998; Brisefio-Duefias, 1998).
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una al Addntico (Eilanti; Figura 1), para
las cuales tanto 4 como © se tomaron de
la literatura (Bowen ez al., 1998; Brisefio-
Duefias, 1998; Lépez-Castro y Rocha-
Olivares, 2005). La interpretacién de la
historia demogréfica de la poblacién se
realizé como proponen Grant y Bowen
(1998), donde: /> 0,5 es alta y = < 0,005
es baja, infiriendo cuatro escenarios
demogrificos: I. La poblacién paso por un
cuello de botella reciente o es producto de
un efecto fundador por un solo o pocos
linajes de ADNmt; II. La poblacién
paso por un cuello de botella seguido
de un rdpido crecimiento poblacional
y acumulacién de mutaciones; III. La
poblacién es producto de la divergencia
entre  poblaciones  geogrdficamente
subdivididas IV. La poblacién es estable
con una larga historia evolutiva o contacto
secundario entre linajes diferenciados.

Resultados

Se obtuvieron 27 secuencias de la regidén
control del ADNmt. El tamano esperado
era de ~880 nucleétidos (Abreu-Grobois
et al., 2006), pero al eliminar las porciones
iniciales y finales debido a su baja calidad,
~750

nucleétidos. Sin embargo, para poder

se obtuvieron secuencias de
comparar con otras 19 secuencias, se
cortaron los fragmentos a 400 nucleétidos,
dado que la mayor parte de variacién
nucleotidica se encontré en la porcién
media de las secuencias. La composicién
nucleotidica de las secuencias, estuvo dada
por 16.32% de C, 35.28% de T, 34.27%
Ay 14.13% G.

Se identificaron ocho haplotipos
para Ixtapilla, derivados de siete sitios
polimérficos, de los cuales seis ya habian
sido reportados para el Pacifico oriental
(K, O, L, B, E y N en Briseno-Duefias,
1998); los otros dos haplotipos son nuevos
para esta especie, uno de ellos es resultado
de una transicién en la posicién 160 y
un indel en la posicién 331, mientras el
segundo haplotipo resulto de un indel en
la posicién 376. De las 11 poblaciones
comparadas (Tabla 1) el mayor niimero
de haplotipos fue registrado para Ixtapilla
y La Escobilla con ocho y siete haplotipos
respectivamente, y el menor ntimero
de haplotipos (dos) fue registrado en
las poblaciones de Eilanti en Surinam y
Arnhem en Australia, poblaciones fuera
del Pacifico Oriental.

La diversidad haplotidica (/) para
Ixtapilla fue alta con un valor de 0.68 +
0.09 y la diversidad nucleotidica (n) fue
baja con un valor de 0.0029 + 0.0022,
por tanto la interpretacién demogréfica
segin Grant y Bowen (1998), es que la
poblacién pudo haber pasado por un
cuello de botella seguido de un rdpido
crecimiento poblacional y acumulacién
de mutaciones (categoria II).

Los valores de /4 de todas las
poblaciones fluctuaron entre 0.16- 0.76,
siendo las colonias de Ostional y Nancite,
ambas en Costa Rica, las de mayor 4. Del
total de poblaciones, ocho registraron una
diversidad haplotidica alta, mientras las
poblaciones de Baja California Sur, Puerto
Arista y Eilanti obtuvieron diversidades
haplotipicas bajas. Por otra parte Sri
Lanka fue la dnica poblacién que obtuvo
un valor alto de diversidad nucleotidica.
Debido a las combinacién de bajas
diversidades haplotidicas y nucleotidicas
reportadas en las poblaciones de Baja

Diversidad genética de Lepidochelys olivacea en Ixtapilla

California Sur, Puerto Arista y Eilanti
obtuvieron una categorfa demografica I,
por lo que las poblaciones pudieron pasar
por un cuello de botella reciente o ser
producto de un efecto fundador de un solo
o pocos linajes de ADNmyt, por otro lado,
siete poblaciones registraron diversidades
haplotidicas altas y nucleotidicas bajas
(categorfa demografica II), por lo que las
poblaciones pudieron haber pasado por
un cuello de botella seguido de un rdpido
crecimiento poblacional y acumulacién
de mutaciones. Sri Lanka fue la unica
poblacién que registro 4 y w altas,
por tanto, pertenecen a una categorfa
demogrifica IV, donde la poblacién pudo
ser estable con una larga historia evolutiva
o tener un contacto secundario entre
linajes diferenciados (Tabla 1).

Discusién

Al igual que secuencias de otras especies
de tortugas marinas (Lahanas ez al., 1994),
las secuencias obtenidas para L. olivacea en

Tabla 1. Diversidad haplotidica (h) y nucleotidica (7) por poblacién para el gen control del ADNmt.
En negrita se muestran los valores que se consideran altos (Grant y Bowen, 1998; Avise, 2000). n: Tamafio de
muestra. Los valores entre paréntesis corresponden a la desviacion estandar, la cual solo en algunos trabajos fue
reportada. Interpretacion demografica (Grant y Bowen, 1998; Avise, 2000): I. La poblacién paso por un cuello
de botella reciente o es producto de un efecto fundador por un solo o pocos linajes de ADNmt; II. La poblaciéon
paso por un cuello de botella seguido de un rapido crecimiento poblacional y acumulacién de mutaciones; IV. La
poblacidn es estable con una larga historia evolutiva o contacto secundario entre linajes diferenciados.

vy F—

ategoria

Poblaciones n  Haplotipos h s a Referencia
Demografica
Ixtapilla, 0.68 0.0029 .
Michoacén 27 8 (0.0940)  (0.0022) L En este trabajo
La Escobilla, 0.61 Brisefio-Duenas,
Oaxaca 21 7 (0.1164) 0.0022 I 1998
. Lopez-Castro y
Baja 0.16 0.0006 .
California Sur  *8 > (0.0715) | (0.0007) ! Rocha-Olivares,
2005
Puerto Arista, 0.49 Brisefio-Dueias,
Chiapas 20 4 (0.1167) 0.0020 ! 1998
Tlacoyunque 0.59 Brisefio-Duenas,
Guerrero 18 4 (0.1086) 0.0030 I 1998
El Verde, 0.62 Brisefio-Dueias,
Sinaloa £ 4 (0.1196) O Il 1998
Nancite, Costa Bowen et al.,
Rica 18 5 0.76 0.0029 11 1998
Ostional, 0.73 Brisefio-Dueiias,
Costa Rica £ 4 (0.0669) 2 I 1998
Sri Lanka 17 4 0.72 0.0207 v Bowen etal,
' ’ 1998
Eilanti, Bowen et al,,
Surinam 13 2 0.28 0.0006 I 1998
Arnhem, 0.54 Brisefio-Duenas,
Australia 8 2 (0.1232) 0.0033 I 1998
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Ixtapilla, contienen un alto porcentaje de las bases nitrogenadas
AIT (69.5% de la composicién total), esto coincide con lo
reportado por Saccone et al. (1987), ya que indican que son
menores los porcentajes de G/C en la regién control del ADNmt
para vertebrados.

Los valores de # y m para Ixtapilla concuerdan con otros
valores registrados para el Pacifico oriental (en promedio 4=0.60
y 1=0.0026; Briseno-Duefias, 1998), estos valores aunque no son
los mds altos de la regién son comparables con los valores de La
Escobilla, la cual tiene mayor densidad poblacional, una historia
de arribadas mds larga y mayor zona de anidacién, (Pefaflores y
Natarén, 1988), ya que es visitada actualmente por mds de un
millén de hembras en el ano (Abreu-Grobois y Plotkin, 2008), por
lo cual se observa que Ixtapilla cuenta con gran acervo genético
para una poblacién pequefia y de corta historia de arribadas en
comparacién con otras poblaciones del Pacifico oriental.

Los valores altos de 4 y bajos de © colocan a Ixtapilla como
una poblacién que pudo haber pasado por un cuello de botella
seguido de un rdpido crecimiento poblacional y acumulacién de
mutaciones, sin embargo, dada la corta historia de esta poblacién
(c.a. 11 afos) y los 20 afios de tiempo generacional que tiene
la especie (Abreu-Grobois y Plotkin, 2008), no ha trascurrido
el tiempo suficiente para que se produzca en esta poblacién un
cuello de botella, un crecimiento poblacional ni acumulacién
de mutaciones. Por lo que estos valores podrian ser resultado de
procesos de inmigracién, aunque, serfan necesarios andlisis mds
detallados que lo confirmen.

Los bajos valores de diversidad haplotidica y nucleotidica
para la poblacién de Baja California Sur es posible que se deban
a una colonizacién reciente en vias de expansién, sin embargo,
estos valores también pueden relacionarse con cuellos de botella
capaces de reducir la variabilidad genética, extirpando algunos
de los haplotipos colonizadores (Lépez-Castro y Rocha-Olivares,
2005).

La poblacién de Surinam en el Addntico, tuvo bajos valores
de diversidad haplotidica y nucleotidica, los cuales pudieron
haber sido producto de una reciente colonizacién por linajes
del océano Indico y el Pacifico occidental como lo resalta la
hipétesis propuesta por Bowen ¢t al. (1998). En contraste, los
altos valores de diversidad haplotidica y nucleotidica de Sri Lanka
pueden ser resultado de una larga historia evolutiva, ya que ha
sido sugerida como la poblacién ancestral de todas las tortugas
golfinas (Shanker ez al., 2004).

Gran parte de las poblaciones del Pacifico oriental poseen
valores de 4 y m similares, los valores bajos de =, pueden ser
producto de una reciente colonizacién regional de poblaciones
mis estables del Oeste Indopacifico como lo sefiala Bowen ez al.
(1998), por tanto el poco tiempo transcurrido no ha permitido la
acumulacién de cambios nucleotidicos (diversidad nucleotidica)
encontrados en otras especies de tortugas (Brisefio-Duenas,
1998).

La aparente homogeneidad en la variabilidad genética en las
poblaciones del Pacifico oriental ha provocado que los esfuerzos
de conservacién se concentren en pocas poblaciones, ya que de
esta forma, tedricamente se tendrd representada la mayor parte
de la variabilidad genética de la especie (Lépez-Castro, 2004), sin
embargo, esto es solo aplicable para escalas de tiempo evolutivo,

mas no para periodos de tiempo menores, en los que se ejecutan
programas de manejo y conservacién, dado que la dindmica de
intercambio entre colonias es muy lenta para la repoblacién entre
colonias (Brisefio-Duenas, 1998), por lo que serfa mds eficiente
hacer esfuerzos de conservacién en subpoblaciones aisladas, ya
que estas permiten conservar la variabilidad genética de manera
mis eficiente que una sola poblacién panmitica de tamafio
similar (Pope, 1996; Chassin-Noria, 2000).

Adicionalmente existen algunas playas con caracteristicas
genéticas Unicas, ejemplo de ello es Ixtapilla, donde se encuentran
dos haplotipos privados, por lo cual es de crucial importancia que
se incrementen los esfuerzos de conservacién para salvaguardar
estos haplotipos, ya que de no aplicar las medidas de proteccién
adecuadas, podria reducirse la poblacién, disminuyendo el
tamano efectivo, llevando a la pérdida de variabilidad genética y
a la extirpacién de la poblacién en esta poblacién (Lépez-Castro,
2004), llevando a la poblacién a comprometer la capacidad de
respuesta a enfermedades o incluso a factores antropogénicos
como el calentamiento global (Mills, 2007).
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