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RESUMEN

La presencia o ausencia de la paternidad multiple tiene implicaciones importantes
para la conservacion de las tortugas marinas ya que podria afectar los niveles de
diversidad genética de cada nidada y por extension la diversidad genética de la

poblacion (Chassin, 2004).

En este estudio se realiz6 un analisis de la frecuencia de paternidad mdultiple a 107
crias de tortuga marina de la especie Lepidochelys olivacea (Eschscholtz 1829)
correspondientes a 5 nidos, con tres loci de microsatélites Orl, Or2 y Cm84. Se
obtuvo la probabilidad de paternidad correspondiente al 0.90. En dos de los cinco
nidos se encontré6 que la fertilizacion fue correspondiente a cinco padres, uno a
cuatro, uno a tres y otro a dos padres. En los cinco nidos se conservo el orden de
postura hasta el dia de la eclosion y se observd que no existe numeracion
consecutiva al asignar los padres a las crias, sugiriendo que no existe un mecanismo
gue posibilite conservar separadas las diferentes descargas espermaticas en el
oviducto de la hembra, apoyando la hipoétesis que sugiere que el semen utilizado
para la fertilizacidbn es una mezcla de fluido seminal dentro del tracto genital de la

hembra.

La simetria tiene implicaciones evolutivas, dado que esta relacionada con la
estabilidad genética y la adecuacion (Lara 2010). En el andlisis de simetria de los
escudos del caparazon se determind que existen diferencias significativas entre las

dos temporadas de crias analizadas observando en la segunda temporada los
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individuos con mayor simetria. Inferimos que la simetria en los escudos del
caparazon no favorece la sobrevivencia ya que las hembras anidadoras (que ya
pasaron por un proceso de seleccion) no presentan diferencias significativas entre
simetria/asimetria; pero si las favorece en su reproduccion (las crias tienden a la

simetria).

Ademas se observd que las crias de ambas temporadas como las hembras
anidadoras presentan una mayor proporcion en los siguientes escudos: 5 escudos

ventrales, combinacion 6—6 en escudos costales y 13-13 en los marginales.

Respecto a la comparacion de la frecuencia de paternidad multiple y simetria de
escudos entre la playa de Maruata versus playa de Ixtapilla se observé que la
paternidad mdultiple en los sitios de anidacion en arribada es de 100 %. En donde se
presenta anidacién en arribada se encontré una mayor proporcion de nidos que son
fertilizados por mas machos que en las tortugas que anidan en solitario (5 y 4
machos respectivamente). Con respecto al patron en los escudos del caparazon las
hembras de Ixtapilla y las crias presentan una mayor proporcion en la combinacion
de escudos ventrales (cinco), la combinacién 6—6 en los escudos costales y 13-13 en

los marginales
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ABSTRACT

The presence or absence of multiple paternity has important implications for the
conservation of sea turtles because it could affect the levels of genetic diversity of

each clutch and by extension the genetic diversity of the population (Chassin, 2004).

In this study an analysis of the frequency of multiple paternity 107 baby sea turtle
species Lepidochelys olivacea (Eschscholtz 1829) corresponding to 5 nests, three
microsatellite loci or R1, R2 and CM84 was performed. Corresponding to the
probability of paternity 0.90 was obtained. In two of the five nests it was found that
fertilization corresponding to five parents, one to four, one to three and one to two
fathers. In the five nests stance order was preserved until the day of hatch and found
that there is no sequential numbering to assign parents to offspring, suggesting that
there is no mechanism that enables different sperm retain separate downloads in the
oviduct female, supporting the hypothesis that semen used for fertilization is a mixture

of seminal fluid into the female genital tract.

Symmetry has evolutionary implications, since it is related to the genetic stability and
adequacy (Lara 2010). In the analysis of symmetry of the shields of the carapace it
was determined that there are significant differences between the two seasons of
offspring analyzed watching in season two individuals with greater symmetry. We
infer that the symmetry in the shields of the carapace does not favor the survival

since the nesting females (who have gone through a selection process) no significant
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differences between symmetry / asymmetry; but if favors reproduction (pups tend to

symmetry).

It was also observed that the offspring of two seasons as nesting females have a
higher proportion in the following shields 5 shields ventral, costal scutes combination

6-6 and 13-13 in the marginals.

Regarding the comparison of the frequency of multiple paternity and shields
symmetry between the beach beach Maruata versus Ixtapilla it was observed that
multiple paternity nesting sites in arribada is 100%. Where nesting occurs in arribada
a higher proportion of nests that are fertilized by more males found in turtles that nest
alone (5 males and 4 respectively). With respect to the pattern on the shell shields
Ixtapilla females and offspring have a higher proportion in the combination of ventral

shields (five), the 6-6 combination in the costal scutes and 13-13 in marginal.
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INTRODUCCON GENERAL

De las siete especies de tortugas marinas existentes en el mundo, seis anidan en las
costas mexicanas, y tres en la costa del estado de Michoacan: la tortuga verde
(Chelonia. mydas), la tortuga laud (Dermochelys coriacea) y la tortuga golfina

(Lepidochelys olivacea).

En la tortuga marina Lepidocelys olivacea se ha observado la llegada masiva
sincronica de hembras anidadoras; fendmeno conocido como “arribada” o “la
arribazon”. A nivel mundial existen solo seis paises en donde esta especie presenta

este fendbmeno, entre ellos México (IUCN, 2008).

Particularmente, la localidad de “La Ixtapilla”, Municipio de Aquila en la costa de
Michoacan (México), es considerado el sitio de anidacion en arribada mas reciente
(IUCN, 2008) (proceso de anidacién en el que una alta densidad de hembras
desovan en un periodo espacial y temporal corto) de Lepidochelys olivacea. La
paternidad mudltiple influye en los niveles de diversidad genética. La existencia o
ausencia de paternidad multiple tiene implicaciones importantes ya que a mayor
frecuencia de paternidad multiple, mayor sera la diversidad genética, mayor la
diversidad de alelos y genotipos presentes en la progenie (Palacios, 2012),
confiriéndoles asi caracteristicas (estructuras o patrones conductuales) para el futuro
y que les sean favorables en términos estadisticos en su reproduccién y

sobrevivencia.
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La frecuencia de paternidad multiple es influenciada por dos tipo de procesos,
1)Procesos precopulatorios como la proporcion sexual operacional y 2)Procesos
postcopulatorios que incluyen almacén de semen, eleccidn criptica y competencia

espermética (Palacios 2012)

Se ha observado que existe almacén de semen en reptiles y su duracién es muy
variable, las tortugas marinas tienen el potencial de almacenar semen en sus
oviductos (magnum) y en las zonas aglandulares (porcion inicial del oviducto), se ha
encontrado semen almacenado dentro del tracto reproductivo de la tortuga verde (C.
mydas), de la tortuga lora (L. kempii) y de la tortuga golfina (L. olivacea) , aunque se

sugiere que unicamente lo almacenen en una temporada reproductiva (Lara, 2010).

Las tortugas marinas presentan una morfologia con muchas adaptaciones para la
vida marina. Todas las especies presentan glandulas lacrimales alargadas que han
sufrido modificaciones para extraer el exceso de sales de los fluidos corporales que
se acumulan por ingerir agua salada (Lara, 2010).La estructura protectora de las
tortugas marinas esta conformado por el caparazén y el plastréon, resultado de una

adaptacién evolutiva que aposté por la “defensa pasiva” (Merchan, 1992).

Se sugiere que la simetria es un indicador confiable de la calidad fenotipica y tal vez
genotipica y puede servir como indicador de la estabilidad en el desarrollo a pesar de

perturbaciones ambientales (Lara, 2010)

El desarrollo de anomalias en las tortugas marinas puede ser resultado factores

bidticos o bidticos que tienen el potencial de disminuir la adecuacion individual
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(adecuacion= sobrevivencia + reproducciéon), con lo que podemos decir que la
presencia de malformaciones, anomalias, adicidon-reducciéon en el numero de
escudos son indicadores de cambios negativos en la biologia de estos organismos

(Ibarra'y Gasca, 2009).

OBJETIVOS GENERALES

Determinar la frecuencia de paternidad mualtiple de Lepidochelys

olivacea en Ixtapilla, Michoacan.

Il. Inferir si la hembra tiene algin mecanismo que posibilite la separacion
de las distintas descargas espermaticas de los machos con los que se

aparea.

II. Calcular la proporcién de individuos adultos y de crias de Lepidochelys
olivacea que presentan simetria en los escudos del caparazon y

determinar el patron de escudos en el caparazon.

V. Determinar las diferencias entre paternidad mdaltiple y en el patrén de
los escudos del caparazén entre una colonia con anidacién en arribada

y otra con anidacion en solitario.
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HIPOTESIS GENERALES

Si existe una fertilizacion consecutiva en los nidos en donde se conservo el
orden de ovoposicion entonces se infiere que la hembra presenta algin
mecanismo que permite el almacén de semen de los distintos machos con

los que se aparea.

Si la simetria en los escudos del caparazon es un indicador confiable de la
calidad fenotipica y tal vez genotipica e indica la estabilidad en el
desarrollo a pesar de perturbaciones ambientales entonces se vera

reflejada en términos estadisticos de reproduccion y sobrevivencia.

Si la paternidad multiple se ve afectada por las condiciones demogréficas,
entonces en la poblacion donde se observa anidacién en arriada se
presentara mayor frecuencia de paternidad multiple que en una poblacién

con anidacion en solitario.
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CAPITULO I. PATERNIDAD MULTIPLE

1. INTRODUCCION

La tortuga marina Lepidocelys olivacea esta catalogada en la Red List of Threatened
Species como vulnerable, y en peligro de extincién seguin la Norma Oficial Mexicana
NOM-059-SEMARNAT-2010 de Proteccibn Ambiental-Especies Nativas de México
de flora y fauna silvestres—Categorias de riesgo y especificaciones para su inclusion,

exclusion o cambio. (NOM-059-SEMARNAT-2010, IUCN, 2008)

En esta especie se observa la llegada masiva sincronica de hembras anidadoras;
fendbmeno conocido como “arribada” o “la arribazén”; este no es un fenébmeno
permanente ya que puede presentarse y desaparecer en ciclos de por lo menos

varias décadas. (Lutz y Musick 1996)

Jensen (2006), reportd que la paternidad multiple en Lepidochelys olivacea depende
de las condiciones ecoldgicas -demogréficas-, es decir, en poblaciones numerosas y
con anidacion en arribada se presenta mayor frecuencia de paternidad multiple con
porcentajes desde 58% hasta 92%, mientras que en poblaciones con anidacién en
solitario la frecuencia de paternidad mdultiple es menor, con porcentajes de 9% hasta

62%.

Las tortugas marinas presentan un sistema de apareamiento poliandrico. En este

sistema los machos no defienden un territorio y no presentan cuidado parental; se ha
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sugerido que las hembras tienen beneficios como garantizar la fecundacion de sus
huevos al tener semen como un recurso abundante, incremento en la diversidad
genética de la progenie, disminucion del riesgo de mala eleccion de un solo genotipo
paterno para fertilizar a la progenie y competencia espermatica (cuando los
espermatozoides de dos o mas machos se encuentran en el tracto genital), que
aumenta las oportunidades de “buenos genes” (Uller y Olsson 2008). (Un “buen gen”
es aquél que le confiere al individuo y por extension a la poblacion, caracteristicas
estructurales o conductuales- que aumenten su adecuacion (sobrevivencia y

reproduccion))

Los analisis de paternidad multiple nos permiten identificar la contribucién de mas de

un macho en una progenie con una certidumbre mayor al 99% (Chassin 2004).

En el presente proyecto se realiz6 un analisis de la frecuencia de paternidad multiple
en la poblacién de L. olivacea en la playa de Ixtapilla municipio de Aquila en la Costa
Michoacana, en donde se presenta la anidacion en arribada. También se realizaron
analisis de escudos supernumerarios en la misma poblacion y analisis sobre el orden
de fertilizacion para inferir si la hembra presentaba algin mecanismo que posibilite la

separacion de las distintas descargas espermaticas de los machos.
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1.1 GENERALIDADES DE LAS TORUGAS MARINAS

1.1.1 Biologia de las Tortugas Marinas.

Existen varias regiones de las zonas ocednicas y costeras potencialmente aptas para
los anidamientos y la alimentacion de las tortugas marinas. Por las caracteristicas del
ciclo de vida de las tortugas marinas; la mayor informacioén acerca de su biologia se
ha obtenido en la fase adulta, tipicamente en hembras reproductoras que
permanecen en tierra. Esta caracteristica, limita nuestro conocimiento sobre la

biologia de cada una de las especies de tortugas marinas.

Lo que se conoce sobre el comportamiento migratorio de las tortugas marinas a partir
de las recapturas de tortugas marcadas se ha enriguecido en afios recientes gracias
a la telemetria satelital y al empleo de la genética molecular. La primera ha arrojado
informacion sobre el curso real de su recorrido en vez de un conocimiento
circunscrito al sitio de origen y de destino como el que resulta de estudios de
marcaje; el segundo ha permitido identificar las colonias de origen de tortugas
capturadas en el mar abierto asi como aspectos sobre la biologia particular de los
machos e incrementando el conocimiento de procesos biologicos que se realizan en

el mar, como la copula (Eckert et al, 2000).
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El estudio de los sistemas de apareamiento hasta hace un par de décadas tenia
como base metodologica, para obtencion de informacion, la observacion directa o
indirecta de la actividad reproductiva de los organismos vivos; sin embargo en las
ultimas décadas, con el desarrollo de nuevos marcadores moleculares, modelos
tedricos y métodos estadisticos se han logrado avances que han ampliado nuestra
comprension sobre la diversidad y biologia de los organismos acuaticos, han
fortalecido las lineas de investigacion tradicionales, han permitido plantear nuevas
hipétesis y actualizar ideas predominantes en torno a la ecologia y evolucion (Serrato

et al. 2013).

1.1.2 CICLO DE VIDA DE LAS TORTUGAS MARINAS.

Las tortugas marinas son organismos que dependen del medio acuatico y terrestre
para completar su ciclo de vida (Figura 1). Las tortugas realizan movimientos
migratorios entre la playa de anidacion y las areas de alimentaciéon en donde se
presume permanecen hasta que alcanzan la madurez sexual, proceso que demora

entre 12-26 afos (Frazer y Ladner, 1986).
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Figura 1. Ciclo de vida generalizado de las tortugas marinas, en las distintas especies varian la
duracion de las fases. Dermochelys coridcea y al menos algunas poblaciones de Lepidochelys

olivacea permanecen en zonas pelagicas durante toda su vida. (Lutz y Musick, 1997).

Después del apareamiento los machos regresan a las zonas de forrajeo y las
hembras se dirigen a los sitios de anidacién. Después de ovopositar, las hembras
retornan a las areas de forrajeo para el siguiente periodo reproductivo (Palacios,

2012)

1.2 CLASIFICACION DE Lepidochelys olivacea

Pertence al REINO: Animalia, PHYLUM: Chordata, SUBPHYLUM: Vertebrata,
CLASE: Reptilia, SUBCLASE: Anaspsidia, ORDEN: Testudinata, SUBORDEN:

Cryptodira, FAMILIA: Chelonidae, GENERO: Lepidochelys,
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ESPECIE: Lepidochelys olivacea.

Nombre Comun: Tortuga golfina, frijolilla, carpintera, parlama, mulato, oliva, manila y

olive ridley

1.2.1 MORFOLOGIA EXTERNA DE Lepidochelys olivacea.

La identificacion de las tortugas marinas, usando caracteristicas externas, se basa en
las escamas de la cabeza, la forma de las mandibulas (ramphoteca), el nUmero de
dedos en las aletas, y el niumero y arreglo de las placas o escudos en el caparazon.
Los escudos del caparazon (concha superior) se numeran de frente hacia atras. Los
principales escudos usados como caracteristicas claves son los marginales, laterales

(costales), vertebrales, nucales, y también los inframarginales (Wyneken, 2004).

Carapacho: Corto y ancho, pero mas angosto y mas alto que en L. kempii; alta
proyeccién vertebral en los juveniles, liso, elevado y ligeramente tectiforme (en forma
de tienda de campafia) en adultos (especialmente en el Pacifico oriental); cinco a
nueve pares de escudos costales (comunmente seis a ocho) frecuentemente con una
configuracion asimétrica; escudos del carapacho ligeramente traslapados en
inmaduros y sin traslape en adultos; longitud recta del carapacho (LRC) hasta 72 cm.

(Figura 2) (Eckert et al, 2000).
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Figura 2. Morfologia del caparazdn de la especie Lepidochelys olivacea. (Eckert et al. 2000).

Cabeza: Relativamente grande, ligeramente triangular; ancho hasta 13 cm; dos

pares de escamas pre frontales.

Extremidades: Dos ufias en cada aleta (algunos adultos pueden perder la ufa

secundaria en las aletas delanteras).

Coloracién: Dorso gris en inmaduros; color verde olivo intermedio a obscuro en

adultos; ventralmente blanca en inmaduros, amarillo crema en adultos.

Plastron: Con poro pequefio y distintivo cerca del margen posterior de cada uno de
los cuatro escudos infra marginales.

Peso: 35-50 kg.
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1.3 DISTRIBUCION.

Como consecuencia de sus requerimientos alimenticios se distribuyen a través de la
region circumtropical y subtropical (Lutz y Musick, 1997)
Atlantico occidental, Este atlantico, Mar Rojo, Océano indico occidental, Océano

indico oriental, Pacifico occidental, Pacifico oriental (IUCN, 2008) (Figura 3)

30°

30°]

indice de sitios con informacién cuantitativa utilizados para la evaluacion actual.

Los paises con anidacion de tortuga golfina

Los paises con actividad significativa de forrajeo vy / o rutas de migracion, pero sin anidacion.
Los paises con posible presencia de tortuga golfina

Los paises que acogen habitats de las tortugas marinas de otras especies

Forrajeo y zonas migratorias de la tortuga golfina.

EECEHO0

Figura 3. Rangos geograficos utilizados por Lepidochelys olivacea. (IUCN, 2008)

1.4 SISTEMA DE APAREAMIENTO

El estudio de los sistemas de apareamiento hasta hace un par de décadas tenia
como base metodoldgica, para obtencion de informacion, la observaciéon directa o

indirecta de la actividad reproductiva de los organismos Vivos.
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Las tortugas marinas presentan un sistema de apareamiento poliandrico, sistema en
el que se observa que la hembra se aparea con mas de un macho durante el periodo
de reproduccién. Este comportamiento puede ser explicado de acuerdo a ciertas
caracteristicas bioldgicas de las tortugas marinas: los machos no protegen un
territorio ni tampoco exhiben cuidado parental; no hay monopolizacién de recursos
gue sean atractivos para las hembras (alimento, sitios de anidacion, refugios);
tampoco se evidencia un regalo nupcial; por lo tanto los machos Unicamente ofrecen
la cépula, la cual se presenta en funcion de la disponibilidad de machos para las
hembras, la receptividad y el proceso de eleccion de los machos por parte de las

hembras (Chassin, 2004).

Martinez (2003) observé en el estado de Michoacan, la conducta reproductiva del
genero Ch. mydas durante la temporada de anidacion. Observé a las hembras
adultas flotando en la superficie por largos periodos de tiempo en los que se van
agregando varios machos adultos. Registraron hasta 10 machos cortejando una

hembra (machos satélite) hasta que uno de ellos logra la copula

Se menciona que la cantidad de la cantidad de machos en un grupo de cortejo
modifica las pautas de comportamiento. Cuando se presenta un macho solitario que
intenta aparearse con una hembra, la mitad de su tiempo lo dedica al cortejo
mientras que la hembra lo invierte mas en el rechazo; conforme aumenta el nimero
de machos satélite la cantidad de tiempo invertido en el cortejo aumenta. El tiempo
de cortejo se reduce cuando se presentan mas de cuatro machos, al igual que el

tiempo de rechazo y de monta.
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Lo anterior se puede explicar debido a que con el aumento de los machos satélite
(machos alrededor de la hembra que se encuentran cortejandola), éstos invierten
mayor tiempo en conductas de interrupcion de la mancuerna, como morder las aletas
tanto a los machos como a las hembras que estan copulado, nadar alrededor y por
debajo de la mancuerna, intento de desmontar al macho de la mancuerna y

enfrentamiento con el macho que se encuentra montado en la hembra (Lara, 2010)

1.5 ANATOMIA GENITOURINARIA DE LA HEMBRA

El sistema genitourinario de las tortugas marinas esta conformado por los rifiones,
uréteres, las génadas con sus conductos la vejiga urinaria y los derivados de la
papila genital (clitoris) en el piso de cloaca. Las gonadas (ovarios) son las estructuras
reproductoras que producen gametos, y sus conductos transmiten los huevos a la

cloaca (figura 4).

conductos

gonadales caparazon

gonada

uréter

papila

gerito-
urinaria

\

abertura

plastrén vejiga urodeum cloacal

accesoria

papila genital

Figura 4. Diagrama del sistema genitourinario de tortuga marina (Wyneken, 2004).
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Las gonadas en ambos sexos se sitian de manera dorsal en la cavidad corporal,

posterior a los pulmones y ventral a los rifiones y a la pared del peritoneo (figura 5y

5.a.).

I g

Ry

Figura 5. Testes de una tortuga verde inmadura. Los testes estan conectados a la pared peritoneal
por sus superficies dorsales planas. Lateral y ligeramente dorsal a cada teste hay un epididimo, el cuél
conduce a un conducto deferente (vas deferens). La superficie del teste es lisa en tortugas inmaduras

(Wyneken, 2004).
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Figura 5.a) Ovarios de una tortuga verde inmadura. Los ovarios estan adheridos a la pared peritoneal

por sus bordes laterales. La superficie del ovario es granulada. Lateral al ovario se encuentra el

oviducto inmaduro, suspenso por el mesotubarium (Wyneken, 2004).

El tracto reproductor de las hembras se compone de un par de ovarios y oviductos
(conductos de Muller). El ovario y el oviducto cambian en tamafio y compaosicion

tanto con la edad como entre temporadas reproductivas y no-reproductivas.

El oviducto en tortugas inmaduras es un tubo de paredes delgadas. A medida que las
hembras van madurando, las paredes se vuelven mas gruesas y el lumen crece en
diametro. Cuando esta inactivo, tiene apariencia de estar doblado por toda su

longitud (figura 6).
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Figura 6.0viducto maduro de una tortuga marina (Wyneken, 2004).

El oviducto puede describirse funcionalmente (pero no estructuralmente) en 5
regiones: ostium (porcibn mas distante al urodeum), segmento no-glandular,

magnum, glandula de calcificacién y vagina.

El oviducto de las hembras maduras es musculoso y mévil. Se asume que el ostium
migra a lo largo de la superficie del ovario, colectando los foliculos ovulados. Durante

la preparacion para anidar, una postura entera de los foliculos madura y es ovulada
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en conjunto. Una vez que llegan al ostium, cada foliculo pasa por el segmento no-

glandular y entra al magnum (regién glandular anterior) donde recibe capas de

albumina. Al cabo de aproximadamente tres dias, los foliculos pasan a la glandula

de calcificacion donde se secreta la capa de proteina y carbohidratos (corién) y la

matriz de aragonita de la cascara. El proceso de calcificacion demora entre 6 y 7

dias (Figura 7). De este modo, los huevos pasan a la vagina, donde permaneceran

hasta su disposicidon varios dias mas tarde. Durante el desove, el oviducto posterior

deja pasar los huevos a la cloaca, y luego a través de la abertura los huevos son

depositados en el nido. En tortugas que estan anidando la cloaca forma un orificio

tubular.

Figura 7. Huevos, foliculos y corpora albicans en una tortuga caguama en estado reproductivo. Este
oviducto contiene huevos con cascara. Encima del oviducto hay foliculos de varios tamafios en
proceso de maduracion, y las cicatrices (corpora albicans) que quedan en los sitios de foliculos

ovulados.
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1.6 ALMACEN DE SEMEN, ELECCION FEMENINA Y ACOSO

MASCULINO.

Las tortugas marinas tienen la potencial capacidad de almacenar semen en sus
oviductos (en la regidon conocida como magnum, asi como en las zonas aglandulares
en la porcién inicial del oviducto), aunque se ha determinado que lo hacen en la
misma temporada reproductiva (Chassin, 2004), la fecundacion tiene lugar en estas
zonas aglandulares al mismo tiempo en que los évulos van entrando al magnum,

donde se secretan las capas de albumina

La paternidad multiple puede variar entre especies y entre poblaciones de una misma
especie de tortuga. En Tortuguero, Costa Rica, Peare (1998), encontré que algunas
nidos de C. mydas fueron fertilizados hasta por cuatro machos mientras que
FitzSimmons (1996) encontr6 que en Australia la paternidad mdultiple en la misma
especie es baja o ausente. Harry (1988) reporta que en el 30% de los nidos de
Caretta caretta de la costa de Australia se presenta paternidad multiple. En
poblaciones de tortuga laid Dermochelys coriacea de Costa Rica menos del 10% de
los nidos presentan paternidad multiple, en la tortuga lora, Lepidochelys kempii, la
paternidad multiple se presenta en mas del 50% de los nidos (Kichler et al. 1999).
Esto sugiere que los multiples machos que participan en las copulas pueden o no

fertilizar los huevos.

La seleccion sexual favorece un comportamiento indiscriminado de cépula en los

machos, pero un comportamiento selectivo en las hembras. Esta diferencia entre
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ambos sexos es tan intensa que en muchas especies los machos recurren a forzar el
apareamiento, y en consecuencia, las hembras responden con mecanismos para
evitar esas coOpulas forzadas. Sin embargo el hecho de que una hembra acepte
aparearse con un determinado macho no significa necesariamente que lo acepte

como padre para su progenie.

Se ha dado una nueva hipoétesis que indica que los apareamientos multiples no son
beneficiosos para las hembras, si no que méas bien son el resultado del dafio
causado por las estrategias reproductivas de los machos y las hembras optan por
aparearse multiples veces ya que les resulta energéticamente menos costoso que el

mantenerse alejada de ellos (Lee y Hays, 2004).

William Eberhard (1996), ha descrito mecanismos (de comportamiento y fisiol6gicos)
que las hembras pueden utilizar para sesgar la probabilidad de fertilizacion de los
machos con los que se ha apareado. Por ejemplo, la hembra podria solicitar el
apareamiento a otro macho inmediatamente después de la cépula con un macho de
“baja calidad”. También podria utilizar mecanismos fisiolégicos mucho mas
complejos, como por ejemplo evitar la implantacion de los embriones en el caso de
los mamiferos, expulsar la mayoria del esperma que ha recibido, no ovular, no poner

huevos o poner menos de lo habitual, abortar o terminar la c6pula prematuramente.

Martinez (2003) describio que frente a los sitios de anidacion, puede observarse a las

hembras flotando en la superficie por largos periodos en los que se agregan varios

Amilpa Castro Odette



MAESTRIA

machos adultos. Se han llegado a observar hasta diez machos cortejando a una

hembra, hasta que un macho logra la cépula.

Los machos que no acceden a la copula se mantienen cercanos a la “mancuerna”
(pareja de tortugas copulando), buscando activamente el desplazamiento del macho
copulante para acceder a la hembra. Este periodo puede prolongarse por periodos
de més de 50 minutos con una relacién inversa entre el numero de machos

involucrados en el cortejo y la duracién de la cépula

El hecho de que las hembras puedan aparearse con mas de un macho determina
gue los espermatozoides de cada uno de los machos continlen la competencia
dentro de la hembra cuando los machos ya no estan presentes. Esta competencia

interna se conoce como competencia espermatica.
1.7 MARCADORES MOLECULARES

Las herramientas moleculares constituyen un instrumento universal, sin precedentes,
que ha revitalizado el estudio del origen y la evolucién de la diversidad biolégica de
los complejos sistemas acuaticos. Estas herramientas, han ayudado a revelar
patrones y procesos sobre biodiversidad, genética de poblaciones, filogeografia y
evolucién de los organismos que habitan estos sistemas, lo cual anteriormente no

era posible hacer con las herramientas clasicas (Serrato et al. 2013).

La revolucién se inici6 con el descubrimiento y utilizacion de los marcadores

isoenzimaticos, el nimero de marcadores fue ampliado y la aplicacion de esta
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técnica se expandid. Surgieron diversos métodos de deteccion de polimorfismo

genético directamente a nivel del DNA, los llamados marcadores moleculares.

Un marcador molecular es cualquier fenotipo molecular originario de la expresiéon de
un gen o de segmentos especificos de DNA, que puede ser detectado y su herencia
monitoreada. Un marcador molecular recibe el nombre de marcador genético cuando
su comportamiento se rige de acuerdo con las leyes béasicas de la herencia

mendeliana.

1.7.1 VENTAJAS DE LOS MARCADORES

1. Nivel de Polimorfismo: En los marcadores moleculares es generalmente alto
para cada locus estudiado facilitando la construccion de mapas genéticos.

2. En general son neutros con relacion a los efectos fenotipicos, con efecto
epistético o pleiotrépico minimo o nulo.

3. En su mayoria son codominantes y contienen mayor cantidad de informacion
genética por locus que los marcadores morfolégicos, los cuales en su

mayoria, son dominantes o recesivos.
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1.7.2. CLASIFICACION DE LOS MARCADORES MOLECULARES

La mayoria de los marcadores moleculares se incorporan en alguna de estas tres
categorias de técnicas que usan la hibridacion o estan basados en la PCR (Reaccion

en Cadena de la Polimerasa):

a) Técnicas basadas en la hibridacion: Incluye a los RFLPs (Restriction
Fragment Length polymorphism), donde las sondas son hibridadas a

membranas que contienen DNA fragmentado por enzimas de digestion.

b) Técnicas basadas en PCR que se usan iniciadores arbitrarios o amplifican
multi-locus. Los microsatélites usados como iniciadores también caen
dentro de esta categoria como los Inter SSr o ISSR en el cual se amplifica
la regidn flanqueada por los microsatélites.

c) Técnicas basadas en PCR de secuencia especifica: en las cuales un
requisito necesario es el conocimiento de la secuencia de las zonas

flanqueantes para la obtencién de iniciadores

1.8 LOS MICROSATELITES
1.8.1 CARACTERISTICAS DE LOS MICROSATELITES

El incremento del uso de los microsatélites como una herramienta molecular se debe
a que proveen la mas alta incidencia de polimorfismo en comparaciéon con otras

técnicas, asi mismo poseen muy valorables atributos que incluyen:
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a) Altamente informativos: presentan herencia codominante y muchos alelos
son encontrados entre individuos estrechamente relacionados.

b) Son técnicamente simples: la tecnologia del PCR puede faciimente y
rapidamente ser utilizada para la automatizacion en el uso de estos
marcadores.

c) Es una técnica sensible sélo pequefia cantidades de DNA son requeridas

d) Ser analiticamente simples: los datos son producidos de forma confiable y
altamente reproducibles.

e) Son muy abundantes: los microsatélites estan uniformemente dispersos a
través del genoma, aproximadamente cada 10 Kpb.

f) Son altamente aplicables, los loci son frecuentemente conservados entre
especies relacionadas y algunas veces entre géneros.

g) Facil intercambio de datos entre laboratorios, la informacién puede ser
comunicada por la simple secuencia de los iniciadores, sin la necesidad de

la transferencia fisica de los iniciadores.

Una vez que las secuencias de los iniciadores son disefiadas y publicadas, el analisis
de los loci microsatélites es practico para cualquier laboratorio capaz de realizar las
técnicas del PCR vy electroforesis. El desarrollo inicial de los microsatélites puede ser
simplificando utilizando técnicas mas avanzadas como el uso de librerias
enriguecidas para uno o mas motivos. El ahorro en tiempo y recursos puede ser
mejorado desarrollando “PCR multiplex”, el cual permite la amplificacion vy

recoleccion de datos simultanea, de multiples loci SSR con una sola muestra de ADN
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en una simple reaccion de PCR solamente en una linea del gel de electroforesis

(Brown, et al. 1996)

1.8.2 CLASIFICACION DE LOS MICROSATELITES.

Se ha propuesto utilizar los términos de puro (o perfecto), compuesto y complejo
para especificar que uno, dos o mas tipos de motivos respectivamente, se
encuentran presentes a lo largo de un locus microsatélite dado, y el término
interrumpido (o imperfecto) como un descriptor jerarquico adicional que implica una o

mas unidades no repetitivas en el interior de los microsatélites
1.8.3. DEFICIENCAS DE LOS MICROSATELITES

La limitacion mas significante del uso de los microsatélites puede ser la inversion
inicial del recurso econdmico y la experiencia técnica requerida para el clonamiento y

secuenciacion de los loci SSR. (Yafez, 2002)

Otras limitaciones, se presentan en el caso que mutaciones, ocurridas en el sitio de
apareamiento de los iniciadores, que dan como resultado alelos nulos. La presencia
de “bandas tartamudas” son productos de la amplificacién por PCR que difieren en
una unidad de repeticion con respecto a la longitud del alelo original. La ocurrencia
de estos artefactos dificulta la lectura de los geles e inclusive son confundidos con

alelos, interfiriendo en el analisis genotipico.

Amilpa Castro Odette



MAESTRIA

2. OBJETIVOS

I. Determinar la frecuencia de paternidad multiple de Lepidochelys olivacea en

Ixtapilla, Michoacéan.

Il.  Determinar el orden de fertilizacion en nidos con paternidad multiple en donde

se conservo el orden de ovoposicion para inferir si la hembra tiene la

capacidad para separar y seleccionar el semen de los distintos machos.

3. HIPOTESIS

Si la densidad poblacional tiene influencia en la variacion de la
frecuencia de paternidad mdultiple, entonces la frecuencia de paternidad

multiple en la playa de Ixtapilla (anidacion en arribada) sera del 100%.

Il. Si existe un patron ordenado de fertilizacion, se sugiere la existencia de

algun mecanismo fisioldgico que posibilite la elecciéon femenina criptica.
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4. AREA DE ESTUDIO

La playa de Ixtapilla mide mil metros de longitud y esta ubicada en el Km 180 de la
carretera Manzanillo-Lazaro Cardenas en el estado de Michoacan, México. Se

encuentra a 18°24’59.17”N de Latitud y 103°32’8.39”0 de Longitud (Figura 8).
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Figura 8. Ubicacion de la playa de Ixtapilla, Michoacan (Realizado con seaturtle.org, 2002).
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 METODO DE MUESTREO EN CAMPO Y TRATAMIENTO DE

MUESTRAS

Para determinar la frecuencia de paternidad mdltiple, seria ideal tener el genotipo de
la madre, de la progenie y de los potenciales padres; sin embargo por la dificultad
para la obtencién de sangre o tejido de los potenciales padres, en este trabajo
solamente se analizaron muestras de hembras anidadoras y de las crias. Aun sin
contar con el genotipo de los potenciales padres, es posible estimar la frecuencia de

paternidad multiple (Chassin, 2004).

Para el desarrollo de este trabajo se contdé con un permiso de colecta cientifica
expedido por la Subsecretaria De Gestién Para La Proteccion Ambiental, Direccion
General De Vida Silvestre el dia 06 de agosto de 2008 (Oficio Num. SGPA / DGVS /

05134/08).

Se realizaron recorridos nocturnos a lo largo de la playa y se extrajo sangre de 37
hembras que se encontraron en la playa en proceso de anidacién durante el periodo
de septiembre a noviembre de 2008; empleando el protocolo propuesto por Owens y
Ruiz (1980), el cual no compromete la integridad de los individuos, para realizar un

analisis de distribucién de frecuencias alélicas.

Asi mismo se colecté sangre de 107 crias de tortuga correspondientes a 5 nidos. De

estos ejemplares se colectaron entre 500 y 1000 ul de sangre empleando una jeringa
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estéril de 5ml con aguja de 18-2 2x 38mm. La sangre fue colocada en viales de
plastico de 1.5ml y suspendida en una solucion amortiguadora litica (100mM Tris-HCI
(pH 8), 100mM EDTA (pH8), 10mM NacCl, 2% SDS; Dutton, 1997), la cual permite el
almaceén de las muestras por un periodo de seis meses a temperatura ambiente sin
degradacion del ADN. En el laboratorio las muestras se almacenaron a -70°C para su

posterior analisis.

Los huevos colectados fueron transportados y sembrados en un vivero conservando
el orden en que fueron depositados por la hembra y siguiendo las recomendaciones

de Mortimer (2000).

Las muestras de sangre de las crias se obtuvieron inmediatamente después de su
emergencia en el vivero, 45 a 60 dias después de la siembra de los huevos; para la
colecta de las muestras en las crias, se tomaron de 5 a 20 ul de sangre de las crias.
Ademas de los ejemplares que se encontraron muertos, se colectaron fragmentos de
tejido (piel o musculo) de aproximadamente 0.5 g y se preservaron en una soluciéon
saturada sal-DMSO en un volumen que cubriera toda la muestra (Dutton, 1996). Asi
mismo se obtuvo una fotografia digital (cAmara digital, Sony, 7.2 mega pixeles, zoom
optico 3x) y se corrobor6 mediante estas fotografias el conteo de escudos del

caparazon.
5.1.1 Extraccién de ADN

A partir de ~20 pl de sangre o de ~50 pl de sangre en solucion amortiguadora litica.

La sangre es mezclada con 300 pl de solucién de extraccion y proteinasa K para

Amilpa Castro Odette



MAESTRIA

obtener una concentracion final de 150 pg/ml en un vial de 1.5 ml; se incuba de una a
tres horas a 60° C realizando inversiones ocasionales de los viales. Las proteinas
son precipitadas con la adicion de 150 ul de acetato de amonio 7.5 M y refrigeracion
a -70° C por 20 minutos; se centrifugé a 13,000 rpm durante 20 minutos a 4° C; se
transfirid el sobrenadante a un vial limpio; el DNA se precipitd adicionando 1 ml de
etanol al 95 % frio y se refriger6 a -70° C por 20 minutos (o toda la noche). La
muestra se centrifugé a 13,000 rpm durante 20 minutos a 4° C y el etanol fue
eliminado por inversion, evitando perder la pastilla (ésta no siempre es visible).
Finalmente se adicionaron 600 ul de etanol frio al 70 % y se centrifugd a 13,000 rpm
durante 20 minutos a 4° C. El etanol se elimind por inversién de los viales, y la
pastilla se dej6 secar a temperatura ambiente y se resuspendié en 50 yl de agua
bidestilada desionizada. Se realizd una electroforesis de 8ul de DNA en mini geles de
agarosa al 1.4 %, tefiidos con bromuro de etidio, y analizados en un transiluminador

de luz ultravioleta.
5.1.2 Amplificacién de microsatélites.

Se analizaron ocho microsatélites disefiados para las tortuga verde Ch. Mydas
(Cm84, Cm72 y Cm3) para C. caretta (Ccl17), para la tortuga golfina (Orl, Or2,
Or8),y para la tortuga E. imbricata (Ei8), mediante el software Peak Scanner (Applied
Biosystems); para evaluar el polimorfismo de las poblaciones en estudio y descartar
a los oligonucleotidos monomorficos (FitzSimmons et al. 1995, Fitzsimmons,1997,

Aggarwal et al. 2004).
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Se obtuvo las frecuencias genotipicas de las hembras (madres) mediante el software
Peak Scanner (Applied Biosystems) y se determiné la probabilidad de exclusion
mediante el software Gerud 2.0; (capacidad de deteccion de paternidad con tres loci:

Orl, Cm84, Or2).

Se calculd la capacidad de deteccion de paternidad multiple para cada locus (d) y

con tres loci (D).

Se estim6 el niamero de progenitores involucrados en la progenie por medio del
programa Kinalyzer. El programa Kinalyzer (Berger et al, 2007) es un conjunto de
software desarrollado para reconstruir grupos de hermanos utilizando genotipos de
marcadores codominantes como los microsatélites. Actualmente hay dos algoritmos
disponibles para reconstruir grupos de hermanos completo para los casos en los
genotipos de los padres no estan disponibles. Kinalyzer utiliza la optimizacion
combinatoria basada en las reglas de herencia mendeliana para encontrar el menor
namero de grupos de hermanos que contienen todos los individuos de la muestra.
También estd disponible un método de "consenso" que reconstruye sub-groups
utilizando subconjuntos de loci y encuentra el consenso de estas diferentes

soluciones.
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

De los ocho oligonucleétidos propuestos Unicamente se utilizaron 3 loci de
microsatelites que resultaron ser los Unicos altamente polimérficos para esta

poblacién (Tabla 1).

Tabla 1. Microsatélites probados para la poblaciéon de hembras.

TAMANO SECUENCIA
LOCUS ESPECIE

(PB) REPETIDA

L.
148-190 (CAAA)16 . Polimorfico
olivacea
L. . -
153-189 (GT)sGCC(GT)s _ Polimorfico
olivacea
L. Sin
140-170 (TC)zs | o
olivacea  amplificacion
Ch _
138-202 (CA)13 Monomorfico
mydas
Ch _
237-295 (CA)33 Monomoérfico
mydas
Ch. _ _
319-355 (CA)15 Polimorfico
mydas
228-266 (CA)14 C. caretta Monomorfico.
E. Sin
184-266 (CA)19

imbricata  Amplificacion
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Para el locus Orl se encontraron 10 alelos, para el Or2 son 11 alelos y para el locus

Cm84 14 alelos. (Figura 9).

Locus Orl Locus OR2

146150154158 162 166170174 178 186

Locus Cm84

0.300
0.200

0.100

vv"'vl..'vl-

319 323 327 331 335 339 345

0.000

Figura 9: Frecuencias alélicas para los 3 microsatélites de Lepidochelys olivacea. El nimero de
individuos muestreados por locus fue: para OR1 - 32 hembras, para Or2 - 37 hembras y para Cm84 -

33 hembras.

Con respecto a los microsatélites utilizados en este trabajo se puede observar que
con respecto a trabajos anteriores los oligonucledtidos utilizados resultaron ser

menos polimérficos ya que se reporta para Cm84 20 alelos, Cm3 38 alelos en la
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poblacion de Ch. mydas que anida en Colola, Michoacdn; mientras que para la

poblacién de tortuga verde Australiana se reporta 19 alelos para Cm3, 22 para cm84

y 20 para Cc117 (Chassin, 2004; FitzSimmons 1995, 1998).

Sin embargo se ha observado con respecto a trabajos de paternidad mdltiple de

localidades cercanas a la poblacion de Ixtapilla que las frecuencias alélicas son muy

similares, Lara (2010) determind para Cm3, Cm84, y Ccll17 12, 14 y 10 alelos

respectivamente, mientras que Palacios (2012) reportalO alelos para Orl, para Or2

11 alelos, para Or8 11 alelos y para Or7 12 alelos.

Los valores de heterocigosis observada (Ho) y heterocigosis esperada (He) se
muestran en la tabla 2. La probabilidad de exclusion de cada locus (d) y de los 3 loci

(D) se muestra en la tabla 3.

Tabla 2: Alelos encontrados de 3 loci de microsatélite y valores de heterocigosis observada (Ho) y

esperada (He)

LOCUS Alelos Rango Ho He
Orl 10 146 - 186 0.966 0.859
Cm84 14 319-349 0.939 0.895
Or2 11 151 - 185 0.865 0.761
Promedio 11.6 0.923 0.838
Tabla 3: Probabilidad de exclusion de cada locus (d) y de los 3 loci (D)
LOCUS Alelos Probabilidad de exclusion
Orl 10 0.54
Cm84 14 0.64
Or2 11 0.39
Loci D=0.90
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El andlisis de datos de los 3 microsatelites mostraron que todos presentaron
desviaciones no significativas del equilibrio Hardy-Weinberg (Orl= 0.174, Or2= 0.087
y Cm84= 0.688). A partir de las distribuciones de frecuencias alélicas de las hembras
y con los alelos de cada progenie el programa Kinalyzer realizd la reconstruccion de

genotipos con una certeza del 90 %

Frecuencia (%) de paternidad en los cinco
nidos analizados.

® Padre 1
* Padre 2
® Padre 3
* Padre 4
® Padre 5

lH h -

NIDO 1 NIDO 2 NIDO 3 NIDO 5 NIDO 6

Figura 10: Nidos analizados de Lepidochelys olivacea, en donde se observa el porcentaje de la progenie

correspondiente a cada macho.

Se obtuvo la frecuencia del niUmero total de crias de cada macho (Figura 11 a Figura

15), porcentaje analizado del nido y porcentaje de crias del macho dominante de
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acuerdo con la formula descrita por Sivinsky (1984), es decir, el porcentaje de crias
de cada padre en cada nido (Palacios, 2012) Tabla 4. Observandose con esto que

siempre hay un macho dominante en la fertilizacion de los huevos.

Tabla 4: Cantidad y porcentaje del nUmero total de crias, porcentaje analizado del nido y porcentaje
de crias del macho dominante.

Nido Total de No. crias % analizado % crias del No. crias
Crias total del nido macho macho
p/pm p/pm dominante dominante
1 76 29 36.70% 17.24% 5
2 88 35 39.80% 28.57% 10
3 89 6 6.70% 33% 2
5 89 27 30.34% 25.93% 7
6 103 10 9.70% 70% 7

Se observd un orden de fertilizacion desordenado (Tabla 10 a Tabla 14 en
APENDICES), lo que representa que no existe un mecanismo fisiologico directo que

posibilite conservar separadas las diferentes descargas espermaticas en el oviducto

conforme la hembra copul6 con los machos (padres de las crias).

NIDO 1

g R ¥ Padre 1
¥ Padre 2

/17% ® Padre 3
— * Padre 4
™ Padre 5

Figura 11. Frecuencia expresada en porcentaje de crias perteneciente a cada macho del nido uno
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Tabla 5. Orden de fertilizacion del nido uno (orden de izquierda a derecha).

Nido 1

Orden de fertilizaciéon (No. macho):
[24445523311513545
inicio final

™ Padre 1
* Padre 2
™ Padre 3
¥ Padre 4

™ Padre S

Figura 12. Frecuencia expresada en porcentaje de crias perteneciente a cada macho del nido dos

Tabla 6. Orden de fertilizacion del nido dos (orden de izquierda a derecha).

Nido 2

Orden de fertilizacion (No. macho):
11311335514511333214115
inicio final
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¥ Padre 1

* Padre 2

® Padre 3

Figura 13. Frecuencia expresada en porcentaje de crias perteneciente a cada macho del nido tres

Tabla 7. Orden de fertilizacion del nido dos (orden de izquierda a derecha).

Nido 3
Orden de fertilizacion (No. macho):
32211

inicio  final
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® Padre 1
* Padre 2

® Padre 3

* Padre 4

Figura 14. Frecuencia expresada en porcentaje, de crias perteneciente a cada macho del nido cinco

Tabla 8. Orden de fertilizacion del nido cinco (orden de izquierda a derecha).

Nido 5
Orden de fertilizacion (No. macho):

22244442[344[3242

inicio final
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® Padre 1
® Padre 2

Figura 15: Frecuencia expresada en porcentaje de crias perteneciente a cada macho del nido
seis

Tabla 9. Orden de fertilizacién del nido seis (orden de izquierda a derecha).

Nido 6
Orden de fertilizacion (No. macho):

21 20233330

inicio final

Los resultaron indican que el tamafio de los nidos analizados es pequefio y se
pensaria que son datos sesgados, sin embargo un estudio con la misma especie con
namero de muestra mas grande y mayor numero de loci analizados (329 crias de 8
nidos con 4 loci de microsatélites) reporta también un patron desordenado de
fertilizacion (Palacios ,2012). Lara (2010) en un estudio realizado con Ch. mydas
reporta también un patron desordenado y sugiere que el semen utilizado es una

mezcla de fluido seminal dentro del tracto reproductor de la hembra.

Amilpa Castro Odette



MAESTRIA

7. CONCLUSIONES

I. La frecuencia de paternidad multiple encontrada fue del 100% para la poblacién de
Ixtapilla que presenta anidacion en arribada. El nimero de machos maximos

implicados en la fertilizacion de un nido se observé que fue de cinco padres.

II. Se observd que no existe numeracion consecutiva al asignar los padres a las crias
en los nidos en donde se conservO el orden de ovoposiciéon; con lo cual
determinamos que existe un patron desordenado de fertilizacion lo que puede sugerir
gque no existe un mecanismo que posibilite conservar separadas las diferentes
descargas espermaticas en el oviducto, apoyando la hipotesis que menciona que el
semen utilizado para la fertilizacién es una mezcla de fluido seminal dentro del tracto

genital de la hembra.
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8. APENDICES.

Tabla 10. Numero de cria perteneciente a cada macho y orden de fertilizacién del nido uno (orden de

izquierda a derecha).

Nido 1
Nido 1
Macho 1 29 30 42
Macho 2 2 22 65
Macho 3 23 25 53
Macho 4 4 13 19 70
Macho 5 20 21 31 69 71
Nido 1
Orden de fertilizaciéon (No. macho):
2fa)a)als] s 2033 e 205 2)3])5]4]5]

Tabla 11: Numero de cria perteneciente a cada macho y orden de fertilizacion
del nido dos.(orden de machos de izquierda a derecha)

Nido 2
Nido 2
Macho 1 5 7 15 18 32 42 43 71 76 79
Macho2 35 70
Macho3 11 20 25 44 45 53
Macho4 33 72
Macho5 27 30 41 86

Nido 2

Orden de fertilizacién (No. macho):

»

1]1]3]:

1]3]3

5]5

TIAERARBEBBEARAARAAE
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Tabla 12: Numero de cria perteneciente a cada macho y orden de fertilizacion del nido
tres.(orden de los machos de izquierda a derecha)

Nido 3
Nido 3
Macho 1 16 18
Macho 2 7

Macho 3 2 8

Nido 3
Orden de fertilizacion (No.
macho):

[
»

[13]2]2]1]1

Tabla 13: NUumero de cria perteneciente a cada macho y orden de fertilizacién del nido cinco (orden
de los machos de izquierda a derecha)

Nido 5

Nido 5
Macho 1 44
Macho2 3 5 6 29 36
Macho 3 30 35
Macho4 7 8 16 27 33 34 38

Nido 5
Orden de fertilizacién (No. macho):

[2[2]2]4|aaTarz3 A28 ]2[4]1]
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Tabla 14: Numero de cria perteneciente a cada macho y orden de fertilizacion del nido seis.

Nido 6

Nido 6
Machol 58 61 71
Macho 2 3 60 62 63 67 69 70

Nido 6
Orden de fertilizacion (No. macho):

B
»

(2]1f2f1]2]3]3]3]3]1]
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CAPITULO Il. SIMETRIA EN LOS ESCUDOS DEL CAPARAZON EN

Lepidochelys olivacea

1. INTRODUCCION.

1.1 VARIACION EN LOS ESCUDOS DEL CAPARAZON

La larga escala de placas 6seas en el caparazon de todas las tortugas son llamados
escudos Deraniyagala (1939) se refiri6 al nimero y arreglo de los escudos como

escudacion (scutation).

Las variaciones individuales han sido observadas por las especies de tortugas que
poseen escudos. Trabajos previos han examinado esta variacion y han sugerido

como causantes varios factores como medioambientales y genéticos.

La tipica escudacion del caparazdén de los quelonios consiste en una serie de
elementos medios Unicos nombrados como escudos vertebrales, estos estan
flanqueados por los escudos costales o laterales; que a su vez estan rodeados por
los escudos marginales. Los escudos del caparazon se numeran de frente hacia

atras (Figura 1)

El caparazén se compone de hueso cubierto por escudos queratinosos o grasa y piel
en Dermochelys. Los margenes de los escudos y las suturas de los huesos no estan

alineadas entre ellas (Wyneken 2004).
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ANTERIOR

1~ marginal

izquierda derecho

. supracaudal
FPOSTERIOR

Figura 1. Escudos del caparazén (Modificado de Wyneken, 2004).

Los principales escudos usados como caracteristicas claves son los marginales,
laterales (costales), vertebrales, y nucales; también los inframarginales o escudos del

puente.

La concha inferior se denomina plastron. El plastrén también tiene caracteristicas
distintivas en los escudos (seis pares y un séptimo que es unitario), pero estos se
usan mas como localizadores de estructuras internas y no tanto para la identificacion
de especies (Figura 2). De anterior a posterior, el escudo intergular es el mas
cercano al cuello, luego siguen (en orden) el gular, humeral, pectoral, abdominal,
femoral y anal. Algunos individuos tienen un escudo inter-anal, sin pareja, encontrado

entre o posteriormente a los escudos anales.
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femoral s A anal

Figura 2 Escudos del plastron y del puente. (Wyneken, 2004).

1.2 DESARROLLO EMBRIONARIO DEL CAPARAZON

El Dr. Kuratani Shigeru y Masayoshi Tokita del Departamento de Biologia en la
Universidad de Okayama en la Facultad de Ciencia en Japdn; observaron y
compararon el desarrollo del plastron, las escamas corneas (caparazéon) y la
pigmentacion del caparazén entre otras caracteristicas, entre cinco especies distintas
de tortugas, observando que estas se desarrollan en distinto orden, dependiendo de
la familia a la que pertenece el embridon: Chelonidae, Emydidae , Chelydridae,

Carettochelydae y Trionychidae.
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CAPARAZON f,i
Tortugas marinas CR E Scl
(Chelaniidae)
C. picta CR_5c P o I
(Emydidae)
P
C. serpentina CR Sc 2l Ec
(Chelydridae)
Cu
C. insculpra CR Pc CPS
(Curettochelyidae)
Pc
P. sinensis CR P_Cu Cy!
(Trionychidae)
L I | l [l l Il § Il 'l ¥
0 10 20 30 40 50 60 70 BOD a0 100
(96)

Figura 3. Comparacién del desarrollo normal del caparazén de las cinco distintas familias
representadas por cinco distintas especies. Estan alineadas cerca de la ovoposicion (0%) a la eclosion
(100%). Las abreviaturas son: CR — caparazon, Sc- escamas corneas, Pc- pigmentacién, P-plastron.
(Modificado de Masayoshi y Kuratan, 2001)

El desarrollo corporal en el embrion temprano se parece al de otros vertebrados, que
comienza a diversificarse en algo unico. Conforme progresa la incubacion (1/3
periodo de incubacion) las costillas viran hacia afuera. Entonces, la capa muscular se
pliega al desplazarse, las costillas sobre los omdplatos (en los humanos crecen los
omoplatos sobre las costillas). ElI caparazon al final se forma con las costillas
fusionadas, fijadas a los omoplatos y en muchas especies una capa dura de
queratina forma el caparazon. Las costillas crecen lateralmente para juntarse con los
huesos periféricos (que yacen debajo de los escudos marginales) los huesos
periféricos también se ensanchan con la edad y conforme al animal aumenta de

tamafio (Wyneken, 2004). De acuerdo al estudio realizado por Masayoshi et al.
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(2001) se observa (Figura 3) que la primer familia de tortugas que desarrolla el
caparazon es Carettochelydae, seguida por tres familias en segundo lugar
Trionychidae, Chelydrae Cheloniidae, la udltima familia segun este estudio en

desarrollar el caparazon es la Emydidae.

Siete afios antes, el afio 2008 en China se encontré un fosil de la tortuga Odontocetis
seistestacea de 220 millones de afios, con placa ventral pero con el caparazén

incompleto.

Figura 4.Fotografias de las etapas embrionarias de Pelodiscus sinensis. Vista lateral derecha.
Escala 1mm. Etapa 12 A-B. Etapa 13 C-D. Etapa 14 E-F. Etapa 15 I-J. Etapa 16 K-L. (Masayoshiy

Kuratani, 2001)

Los huesos que conforman el esqueleto se forman de dos maneras diferentes
(Merchan, 1992) y en base a las cuales se ubican en lugares de diversa
funcionalidad.1-El craneo y la cintura escapular: proceden de la osificacion del tejido
conjuntivo y se produce durante el desarrollo embrionario. 2- El resto, vértebras,

extremidades, etc.: es fruto de la osificacion del tejido cartilaginoso.
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MAESTRIA I

Palacios (2012) realiz6 un estudio con L. olivhcea en donde encontrd diferencias
significativas en la forma del caparazon con respecto a la simetria o asimetrias de los
escudos en las crias, sugiriendo que la forma del caparazon podria variar de acuerdo
con el numero y disposicion de los escudos; y en el analisis de morfometria
geométrica en el caparazén mostré que esta guarda relacion con un genotipo
paterno en particular dentro de cada nido. Lara (2010) en un estudio realizado con
Ch. mydas report6 diferencias significativas para los valores de asimetria de los

diferentes padres.

1.3 MALFORMACIONES EN TORTUGAS MARINAS

Existen factores intrinsecos (genéticos y fisioldgicos) y extrinsecos (fisicos, quimicos
y edafolégicos) que afectan el desarrollo embrionario y puede ser responsable de la

aparicion de cierto tipo de malformaciones.

En el desarrollo embrionario, los factores ambientales desempefian un papel
importante en la formacion de las crias, no solamente en la determinacion del sexo,
sino también en el crecimiento y fisiologia. Asi también los contaminantes
industriales y de la agricultura que son vertidos a canales de rios, llegan al mar y son
incorporados dentro de las cadenas troficas, donde pueden afectar a las tortugas
marinas. Las malformaciones se han considerado relativamente raras pero sin
embargo nos pueden indicar cambios negativos en la biologia de las tortugas

marinas.
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MAESTRIA

La presencia de malformaciones en las crias (albinismo, aletas bifurcadas, adicion o
reduccion en el numero de escudos) puede servir como un indicador de la
inestabilidad en el desarrollo de los embriones y tener el potencial de disminuir la

adecuacion individual (adecuacion = sobrevivencia + reproduccion).

La presencia de malformaciones se describié por primera vez en 1857, pero sin
embargo ha recibido atencién limitada. Para la tortuga golfina se tienen registrados
87 tipos de malformaciones y para la caguama 15 tipos (Barcenas y Maldonado
2009). De acuerdo a este estudio el caparazon es la region anatémica mas afectada
y el caparazon comprimido es el tipo de malformacion mas frecuente, en segundo

lugar lo ocupa el albinismo, seguido por la quiofisis.
Basandose en la severidad de la malformacion se han registrado tres tipos:

1) Malformaciones no letales
2) Malformaciones subletales

3) Malformaciones letales

Bishop et al. (1994), encontraron en su estudio una correlacion significativa entre las
malformaciones de embriones y concentraciones de PBC en los huevos de Chelydra

serpentina.

Alam y Brim (2000) documentaron contaminantes como PBC y metales pesados en
tortugas caguama, posteriormente en otro estudio se registr6 la presencia de
malformaciones en dicho sitio. En tortugas dulceacuicolas, la presencia de

malformaciones esta asociada a los niveles de contaminacion. Por ejemplo en
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Chelydra serpentina incrementaron de 13 a 19 % las tasas anuales de
malformaciones asociados con la presencia de altos niveles de hidrocarburos

aromaticos policiclicos.

Observandose con esto que las malformaciones en tortugas marinas (letales, sub-
letales o no letales) pueden ser consecuencia de factores genéticos, condiciones de

incubacion o niveles de contaminantes en los huevos.

2. OBJETIVOS

|.  Establecer la proporcién de individuos adultos y de crias de Lepidochelys

olivacea que presentan simetria

. Establecer el patrén de escudos en hembras y crias de Lepidochelys

olivacea.

3. HIPOTESIS

I.  Si la simetria en los escudos del caparazon es un indicador de calidad
fenotipica y genotipica, entonces los organismos adultos seran
significativamente mas simétricos que las crias debido a que ya pasaron un

proceso de seleccion.
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II.  Sila simetria es un indicador de calidad, las crias de la primera temporada
seran significativamente menos simétricas que las crias de la segunda

temporada.

[ll.  Si la simetria es un indicador de calidad, los individuos simétricos seran
mas exitosos en la competencia inter e intra sexual; observandose
estadisticamente para estos organismos una mayor reproduccién y mayor

sobrevivencia.

4. MATERIAL Y METODOS

Se realizaron recorridos nocturnos a lo largo de la playa de Ixtapilla y se realizo el
conteo de escudos de 108 hembras en proceso de anidaciéon en arribada, durante el

periodo de septiembre a noviembre de 2009.
El conteo de escudos en las 1°051 crias se realiz6 en dos temporadas:

Primera temporada abarcando de Febrero a Marzo del 2008, en las que se
realizé el analisis de simetria en los escudos a 825 crias de ocho nidos de la tortuga

Lepidochelys olivacea.

Segunda temporada que abarca el mes de octubre del 2008 en las que se
realizé el andlisis de simetria en los escudos a 512 crias de ocho nidos de la tortuga

Lepidochelys olivacea.
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La simetria de los escudos del caparazon se determind en hembras anidadoras y
crias contemplando para ambas como organismos simétricos aquellas tortugas que
tienen el mismo numero de escudos costales izquierdos y costales derechos; asi
como el mismo nimero de escudos marginales tanto izquierdos como derechos. Los
organismos asimétricos son aquellas tortugas que no tienen el mismo numero de

escudos marginales (I1zg-Der) y/o costales (1zg-Der).

Para corroborar si existen diferencias significativas entre hembras, hembras-

crias y entre crias se utilizo el programa Stata9 (http:/www.stata.com).
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5. RESULTADOS y DISCUSION

5.1 HEMBRAS

De las 108 hembras de la tortuga Lepidochelys olivacea en las que se realiz6 el
andlisis de simetria en los escudos, se observé que la frecuencia entre hembras con
simetria y asimetria es de 50.9 % y 49.1% respectivamente, los resultados se

muestran en la Tabla 1 (ver APENDICE)

De acuerdo al nUmero de escudos se tiene lo siguiente:

-Escudo nucal.  Se observa (Figura 5) que existe una alta frecuencia en las
tortugas adultas con un solo escudo (88.89 %), los resultados desglosados se

muestran en los APENDICES Tabla 2 .

Frecuencia(%) del escudo
nucal en hembras.
100.00

80.00 -

60.00 -

%
40.00

20.00 —’ i
0.00
1 2 3
Escudo Nucal

Figura 5. .Frecuencia expresada en porcentaje del patrén en el escudo nucal en hembras
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-Escudos vertebrales. Se observo (Figura 6) que existe una alta frecuencia de
tortugas que presentaron 5 escudos vertebrales (50.93%) seguido de seis escudos y
en tercer lugar la presencia de siete escudos vertebrales como se muestra en la

Tabla 3 en los APENDICES.

Frecuencia (%) de los escudos vertebrales en
hembras.

60.00 -
50.00 -
40.00 -
% 30.00 -
20.00 -

10.00 -

0.00

4 5 6 7 8

# Escudos vertebrales

Figura 6. .Frecuencia expresada en porcentaje del patrén en los escudos vertebrales en

hembras
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-Escudos marginales: Se observa (Figura 7) que la mayor frecuencia de escudos
marginales es de la combinacion 13-13 con 81.48% seguida de la combinacién 14-13
con el 8.33% y en tercer lugar la combinacion 14-14 con 4.63%.(Tabla 5 en

APENDICES

Frecuencia (%) de escudos marginales en
hembras.
90
80 M
70
60
° 50
X 40
30
20
10
0 I_i
TE DR dedyaSaaasas g
PEdndddddaanadasgnd
Combinacion escudos marginales

Figura 7. Frecuencia expresada en porcentaje del patron en los escudos marginales en

hembras.
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-Escudos costales. Se observo (Figura 8) que la mayor frecuencia la obtuvo la
combinacion 6-6 con 38.89% seguida de la combinacion 7-6 con el 12.04%, en tercer

lugar la combinacion 5-5 con el 9.26% (Tabla 4)

Frecuencia (%) de las combinaciones de los
escudos costales de la hembra.

45.00 ~
40.00 -
35.00 -
30.00 -
25.00 -
20.00 -
15.00 -
10.00 -
5.00
0.00

%

5-55-65-7 6-6-66-7 6- 7- 7- 7- 7-88-58-68-78-89-8
5 8 5 6 7

Combinaciones ci-cd

Figura 8. Frecuencia expresada en porcentaje del patrén en los escudos costales en hembras
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5.2 CRIAS

5.2.1) 18 Temporada: febrero-marzo2008

De las 825 crias de los ocho nidos de la tortuga Lepidochelys olivacea en las que se
realizo el andlisis de simetria en los escudos, se observo que el nido 11 es el que
presenta mayor porcentaje de crias simétricas con el 51.1% seguido del nido 2 con
44.4%, con valores muy similares se observan el nido 6 y el nido 10 con valores de

42.9% y 42.5% respectivamente, como se muestra en la Tabla 6 (ver APENDICE).

Frecuencia (%) de crias simétricas
1a temp.

Figura 9.Frecuencia expresada en porcentaje crias simétricas en las crias de la primera

temporada.

Para los valores de asimetria se puede observar que es el nido 7 el que presenta una
mayor frecuencia de crias asimétricas con un 77.4% seguido del nido 3 con 73.6%,
con el 65.5% de crias asimétricas se encuentra el nido 5 y en cuarto lugar el nido 1

con 63% (Tabla 6 ver APENDICE).
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Con respecto al numero de escudos se tiene lo siguiente:
-Escudo nucal. No se tienen datos del escudo nucal.

-Escudos vertebrales. De las 539 crias correspondientes a ocho nidos de
L. olivacea en las que se contaron los escudos vertebrales se puede observar que la
presencia de 5 placas vertebrales presenta mayor frecuencia con el 85.9% seguido
de 6 placas con el 12.4% y en tercer lugar la presencia de 7 placas vertebrales

(1.86%) como se observa en la Figura 10 (datos en la Tabla 7 ver APENDICE).

Frecuencia (%) de placas
vertebrales - 1a temp.

100.00 -I
80.00
60.00
40.00
20.00

0.00

%

5 6 7

Numero de placas vertebrales

Figura 10. Frecuencia expresada en porcentaje del patrén de escudos vertebrales de

las 539 crias analizadas de la primera temporada.
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Escudos costales: Se puede observar (Figura 11) que el mayor porcentaje lo
presenta la combinacion 6-6 con el 62.71%, seguido por la combinacién 6-5 con el
11.13% con valores muy cercanos encontramos la combinacion 5-6 y 6-7 con valores

del 8.72% y 7.24% respectivamente.(Tabla 8 en APENDICE)

Frecuencia (%) de la combinacion de
escudos costales en crias - 1a temp.

70.00 -
60.00
50.00
40.00
30.00
20.00
10.00

0.00

%

5-'7
6-'5

o ~
O O

n © ~ ) ~
~ 0

‘8-8
‘8.9

Combinacidn escudos costales

Figura 11. Frecuencia expresada en porcentaje de la combinacion de escudos costales en las crias

de la primera temporada.
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-Escudos marginales. Se obtuvo que la combinacién 13-13 es la mas
frecuente de todas con el 39.89% (Figura 12), seguida de la combinacion 13-12 con
el 25.60% en tercer lugar se observa la combinacion 13-11 con el 8.16% y con
valores muy similares 7.79% y 7.61% encontramos las combinaciones 12-12 y 12-13

respectivamente (Tabla 9 ver APENDICE)

Frecuencia (%) de los escudos marginales en
las crias - 1a temp.

45.00 ~
40.00
35.00
30.00
25.00
20.00
15.00
10.00

5.00

0.00

%

Combinaciones

Figura 12. Frecuencia expresada en porcentaje de la combinacion de escudos marginales en las crias

de la primera temporada.
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5.2.2) 22 Temporada: Octubre 2008

De las 512 crias de los ocho nidos de la tortuga Lepidochelys olivacea en las que se
realizé el analisis de simetria en los escudos, se observa que el mayor porcentaje de
crias simétricas lo presenta el nido 14 con el 59.70%, seguido del nido 15 con el
54.12%, en tercer lugar encontramos al nido 17 con el 53.85% seguido de los nidos
18 y 13 con el 51.22% y 50% respectivamente, como se puede observar en la Figura

13.

Frecuencia (%) de crias simétricas en la 2a
temp.

70

60

50

40

%

30
20
10

Nidos

Figura 13. Frecuencia expresada en porcentaje de crias simétricas y asimétricas de la segunda

temporada de crias analizadas
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Con respecto a la asimetria (tabla 10 ver APENDICE) el nido 16 presenta un 62.96%
de crias asimétricas, seguido del nido 9 con un 58.95%, en tercer lugar al nido 18 con un

51.22%, el nido 13 y 17 con valores del 50% y 46.15% respectivamente.
De acuerdo al nimero de escudos se tiene lo siguiente:

-Escudo nucal. De las 512 crias correspondientes a siete nidos de L.

olivacea no se tienen datos del escudo nucal.

-Escudos vertebrales. De las 512 crias analizadas se puede observar (Figura 14)
que el 70.51% presentan 5 escudos vertebrales, con el 25% seis escudos y con
valores menores (4.10% y 0.39%) 7 y 8 escudos respectivamente (Tabla 11 en

APENDICE).

Frecuencia (%) de escudos vertebrales
en crias -2da temporada

80.00
70.00
60.00
50.00

X 40.00
30.00
20.00
10.00
0.00

5 6 7 8
Numero de placas vertebrales

Figura 14. Porcentaje de las placas vertebrales en las crias de la segunda temporada.

Amilpa Castro Odette



MAESTRIA

-Escudos costales. Se puede observar (Figura 15) que la combinacion
mas frecuente es 6-6 con 52.34%, seguida de la combinacion 5-6 con el 11.33% , en
tercer y cuarto lugar las combinaciones 5-5 y 6-5 con el 10.35% y el 8.59%

respectivamente (Tabla 12 en APENDICE).

Frecuencia (%) de escudos costales en
crias- 2da temporada

60.00 -
50.00
40.00
X 30.00

20.00

10.00

0.00
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D R - A R R Y ol &
N

Combinaciones

Figura 15. .Frecuencia expresada en porcentaje del patron en los escudos costales en las

crias de la segunda temporada.
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-Escudos marginales. La combinacion mas frecuente es 13-13 con el 49.80%.,
seguida de la combinacién 14-14 con el 13.48%, con valores muy similares tenemos
las combinaciones 12-12 y 13-14 con el 8.79% y el 8.01% respectivamente, por
altimo se puede observar (Figura 16) que las combinaciones 13-12 y 12-13

presentan valores del 5.86% y el 3.71% respectivamente.(tabla 13 ver APENDICE)

Frecuencia (%) de escudos marginales en
crias- 2da temporada

60.00 -
50.00 -
40.00 -~
X 30.00 -

20.00 -
0.00

—

-12
11-'11
11-'12
11°-13

12-11
3-15

14-12
15-13
15-14

12-12
12-13
12-14'
12- 15
13-11
13-12
13-13
13-14
14 -13
14- 14
14 -15

Combinacion escudos marginales

Figura 16. . Porcentaje de la combinacién de escudos marginales en las crias de la segunda

temporada.
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De acuerdo con los analisis realizados a las 108 hembras adultas se determina que
no hay diferencias significativas (x*=0.03702 P=3.841) entre la simetria de hembras
anidadoras Figura 18 (Tabla 14 en APENDICE), teniendo el supuesto que la simetria
fuese un indicador confiable de calidad fenotipica y genotipica (Palacios, 2012) y
teniendo la hipotesis en la que se espera una mayor cantidad de hembras adultas
simétricas (ya que pasaron un proceso de seleccion, “los afios perdidos” que oscilan
de 5 a 20 afios (Lutz y Musik 1997) para poder ser adultas y poder reproducirse ( de
30-50 afios (Lutz y Musick 1997)) y se determina que con el resultado de este
estudio, los datos estan sesgados Unicamente al analisis de hembras adultas

faltando el conteo de escudos en los machos adultos.

Frecuencia (%) de simetria entre crias y
hembras.

52.00

50.00

48.00
X 46.00

44.00

40.00 -

Total crias Hembras
SIMETRIA

Figura 17. Frecuencia expresada en porcentaje de simetria en hembras y crias.
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Lo anterior es debido a que se ha propuesto la posibilidad de dimorfismo sexual en
los escudos (Hill, 1971; Turkozan et al 2001). Por lo que se recomienda realizar
analisis de escudos supernumerarios tanto a hembras y machos. De ser posible en
areas de apareamiento ya que al estar presentes en esa area significaria que ya han
pasado un proceso de seleccion, ya que se tiene registrado que el tiempo promedio
para que una tortuga llegue a su etapa reproductiva por primera vez que oscilan

entre los 11 y los 16 afios (Palacios, 2012) a los 30 y 50 afios (Lutz y Musick, 1997)

Entre hembras anidadoras y crias tampoco se observaron diferencias significativas (
x?= 2.0867, P =3.841) en la simetria figura 17, (presencia de escudos

supernumerarios). (Tabla 14, ver APENDICE)

También se realizaron analisis de presencia-ausencia de escudos supernumerarios
entre las 1'051 crias de las dos temporadas (Tabla 14, ver APENDICE) obteniendo
diferencias significativas (x*=9.9836, P=3.841) entre la simetria observando que las
crias conforme pasan las temporadas reproductivas tienden a la simetria en los

escudos del caparazon.

La variacion en la simetria de los escudos se ha atribuido a diversos factores:
diferenciacion gonadal (Hill, 1971; Ewert 1979; Turkozan et al 2001) la formacién de
escudos en el proceso embrionario (Kuratani y Masayoshi, 2001) que de acuerdo al
estudio embrionario, los escudos tanto del caparazon como del plastron se forman
antes de que se determine el sexo del individuo. La contaminacion podrian un efecto

marcado sobre la variabilidad del nimero de escudos.
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En base a la simetria en los escudos vertebrales del caparazon se observo en las
hembras anidadoras que principalmente se presentan 5 escudos (Figura 18). El
mismo patréon se observa en ambas temporadas de las crias (Tabla 15 en

APENDICE).

Frecuencia (%) de escudos vertebrales
entre crias y hembras.

90.00
80.00
70.00 -
60.00 -
50.00 -
40.00 H Total crias
30.00 -
20.00 - I '

10.00 - | |
0.00 -

%

i Hembras

5 6 7 8
Nunmero de placas vertebrales

Figura 18. Frecuencia expresada en porcentaje de los escudos vertebrales en hembras anidadoras y

en crias.
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Con los escudos costales se observa (Figura 19) una combinacién 6 — 6 en mayor

porcentaje (Tabla 16 en APENDICE) tanto en hembras anidadoras como en crias.

Frecuencia (%) de escudos costales
entre hembras y crias.
70.00
60.00
50.00
40.00
x
30.00 H Total crias
20.00 i Hembras
10.00 i
0.00 - h oM
N W I~ W O~ 0N OIS E N PV G 2
L;’;"L,',ububgbu':&u\'uiuiob@pbpbd\dw
Combinacion placas costales

Figura 19. Frecuencia de escudos costales en hembras y crias. Se observa que la combinacion 6 — 6

es la mas alta en ambos casos.
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La mayor frecuencia en los escudos marginales tanto en hembras como en crias es

la combinacion 13-13 (Figura 20, Tabla 17 en APENDICE)

Frecuencia (%) de los escudos marginales
entre crias y hembras
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-

Combinacion escudos marginales

Figura 20. Frecuencia expresada en porcentaje de escudos marginales en hembras y crias Se

observa que la combinacién 13 — 13 es la mas alta

Se ha reportado que el arreglo tipico del caparazon es 1 nucal, de 5 a 7 vertebrales o
centrales, de 6 a 9 pares de escudos costales y mas de once pares de marginales
(Pritchard y Mortimer, 2000; Wyneken, 2004). En este estudio fue de 5 escudos

ventrales, combinacién 6 — 6 en los escudos costales y 13 -13 en los marginales,
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teniendo con esto un “arreglo tipico” en el patron de escudos en las tortugas de la

localidad de Ixtapilla.

6. CONCLUSIONES

I.  Existen diferencias significativas en la simetria entre las dos temporadas de

crias analizadas.

II. En la segunda temporada de crias es donde se observan a los organismos

mas simétricos.

lll. Las crias de ambas temporadas y las hembras anidadoras presentan una
mayor proporcidbn en los siguientes escudos: 5 escudos ventrales,
combinacion 6 — 6 en los escudos costales y 13 -13 en los marginales.
Estando dentro del patron reportado de “arreglo tipico” en los escudos del

caparazon.
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7. APENDICE.
CRIAS

1) 12 Temporada: febrero-marzo2008

TABLA 1. Cantidad de tortugas hembras simétricas y asimétricas de la localidad de
Ixtapilla, Michoacan.

Simetria Numero de Hembras Frecuencia (%)
Simétricas 55 50.9
Asimétricas 53 49.1

TABLA 2. Frecuencia de escudos nucales de las 108 hembras analizadas.

Nucal Frecuencia %
1 96 88,89

2 10 9,26

3 2 1,85

Total 108 100

TABLA 3. Frecuencia de escudos vertebrales de las hembras anidadoras.

jelrztse%urgfess Frecuencia %
4 0 0,00
5 55 50,93
6 31 28,70
7 19 17,59
8 3 2,78
Total 108 100
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TABLA 4. Frecuencia de las combinaciones de los escudos costales en las 108 hembras

analizadas.
Combclzzslones Frecuencia %
5-5 10 9.26
5-6 8 7.41
5-7 0 0.00
6 -5 8 7.41
6-6 42 38.89
6-7 9 8.33
6-8 0.00
7-5 1 0.93
7-6 13 12.04
7-7 7 6.48
7-8 1 0.93
8-5 0 0.00
8-6 1 0.93
8-7 3 2.78
8-8 4 3.70
9-8 1 0.93
Total 108 100.00

TABLA 5. Frecuencia de la combinacion de escudos marginales en las hembras

anidadoras.
Combinaciones .
. Frecuencia %

mi-md

12-12 0 0.00
12-13 1 0.93
13-12 2 1.85
13-13 88 81.48
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13-14 2 1.85
14-12 0 0.00
14 -13 9 8.33
14-14 5 4.63
Total 108 100.00

TABLA 6. Frecuencia de la simetria/asimetria en las crias.

. # crias crias crias crias % % Simétricas
Nido total esgggos simétricas asimétricas z CSriIriS g;';ar: asimgtricas
1 81 46 17 29 46 37.0 63.0 100
2 94 63 28 35 63 44.4 55.6 100
3 109 72 19 53 72 26.4 73.6 100
5 89 61 21 40 61 34.4 65.6 100
6 103 70 30 40 70 42.9 57.1 100
7 110 53 12 41 53 22.6 77.4 100
10 121 73 31 42 73 42.5 57.5 100
11 118 101 52 49 101 51.5 48.5 100

Total 825 539 210 329 539
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TABLA 7. Frecuencia en las placas vertebrales en las crias de la primera temporada.

# Placas FRECUENCIA ABSOLUTA Total %
vertebrales

5 37 49 70 55 68 40 48 96 463 85,90
7 1 0 0 3 0 2 4 0 10 1,86

TABLA 8. Frecuencia en los escudos costales en las crias de la primera temporada.

Combinacioén FRECUENCIA TOTAL %
escudos

5-5 1 4 12 1 1 1 7 2 29 5,38

5-7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00

6-6 23 45 30 41 51 29 43 76 338 62,71

7-5 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0,19

7T-7 1 0 0 2 1 2 1 0 7 1,30

8-7 0 0 0 0 0 1 1 0 2 0,37

8-9 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0,19
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TABLA 9. Frecuencia en los escudos marginales en las crias de la primera

temporada.
Combinacion FRECUENCIA
escudos TOTAL %
5-12 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0,19

11-12 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0,19

12-11 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0,19

12-13 2 4 9 6 3 6 8 3 41 7,61

12-15 1 0 0 0 0 0 11 0 12 2,23

13-12 9 24 31 23 19 14 4 14 138 25,60

13-14 2 0 0 0 4 2 4 8 20 3,71

14 -12 0 0 2 0 3 3 0 0 8 1,48

14-14 0 0 0 0 0 2 0 1 3 0,56
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13
14
15
16
17
18
Total
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2) 22 Temporada.

TABLA 10. Porcentaje de crias simétricas y asimétricas de la segunda temporada de

# crias
total

111
78
67
86
81
66
42

531

#

crias con
escudos

95
78
67
85
81
65
41
512

crias analizadas.

# #
crias crias
simétricas asimétricas
39 56
39 39
40 27
46 39
30 51
35 30
20 21
249 263
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95
78
67
85
81
65
41
512

% crias
simétricas
41.05
50.00
59.70
54.12
37.04
53.85
48.78
48.63

% crias
asimétricas

58.95
50.00
40.30
45.88
62.96
46.15
51.22
51.37

simétricas +
asimétricas

100
100
100
100
100
100
100
100
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TABLA 11. Frecuencia en las placas vertebrales en las crias de la segunda

temporada.
# Placas FRECUENCIA
vertebrale
[
5 65 59 23 68 60 61 25 361 72’5
7 8 2 3 0 4 0 4 21 4,10
Total 95 78 67 85 81 65 41 512 100

TABLA 12. Frecuencia en los escudos costales en las crias de la segunda

temporada.
Coergghn d"’:fsié” FRECUENCIA

- costales  nido9 nido13 nidold4 nidol5 nido16 nidol7 nido18 TOTAL %
5-5 11 13 1 8 3 8 9 53 10,35

56 11 1 2 8 10 7 4 58 1133
5-7 0 0 1 0 0 0 0 1 0,20

65 5 13 0 5 10 9 2 4 85
6-6 50 28 30 58 41 39 22 268 52,34

.67 14 2 1 4 4 2 3 4 78
6-8 0 0 0 0 2 0 0 2 0,39

75 0o 0o 0 0 3 0 0 3 05
7-6 2 4 3 0 3 0 1 13 2,54

77 1 2 % 2 0 0 0 21 410
7-8 0 0 2 0 1 0 0 3 0,59
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8-7 1 0 1 0 0 0 0 2 0,39

8-9 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00

9-9 0 0 0 0 2 0 0 2 0,39

TABLA 13. Frecuencia en los escudos marginales en las crias de la segunda

temporada.
Combinacién FRECUENCIA
escudos
5-12 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00

11-12 1 0 0 0 0 0 0 1 0,20

12-11 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00

12-13 15 1 2 0 0 0 1 19 3,71

12 -15 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00

13-12 14 6 5 1 1 0 3 30 5,86

13-14 0 3 1 13 11 10 3 41 8,01

14-12 1 0 0 0 0 0 0 1 0,20

14 - 14 0 0 1 13 9 35 11 69 13,48

15-13 0 0 0 0 0 0 1 1 0,20

Total 95 78 67 85 81 65 41 512 100
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Hembras y Crias
TABLA 14. Frecuencia expresada en porcentaje de la simetria entre hembras y

crias.

FRECUENCIA (%) DE SIMETRIA

crias  crias Total Hembras
1 2 crias
simétricas 38.96 48.63 43.67 50.93

asimétricas 61.04 51.37 56.33 49.07

TABLA 15. Frecuencia expresada en porcentaje del patron de escudos vertebrales

entre hembras y crias.

FRECUENCIA (%) ESCUDOS VERTEBRALES

# Placas crias 1 crias 2 Total crias Hembras
vertebrales %
5 85.90 70.51 78.40 50.93
6 12.24 2.39 18.46 28.70
7 1.86 0.36 2.95 17.59
8 0.00 0.39 0.19 2.78
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TABLA 16. Frecuencia expresada en porcentaje del patron de escudos costales

entre hembras y crias.

# Placas crias 1 crias 2 Total crias Hembras
costales o

ci-cd

5°-5 5.38 10.35 7.80 9.26
5-'6 8.72 11.33 9.99 7.41
5-'7 / 0.20 0.10 /

6-'5 11.13 8.59 9.90 7.41
6-'6 62.71 52.34 57.66 38.89
6-'7 7.24 7.81 7.52 8.33
6-'8 / 0.39 0.19 /

7-'5 0.19 0.59 0.38 0.93
7-'6 2.23 2.54 2.38 12.04
7-'7 1.30 4.10 2.66 6.48
7-8' 0.37 0.59 0.48 0.93
8-6" / 0.20 0.10 0.93
‘8-7 0.37 0.39 0.38 2.78
‘8-8 0.19 / 0.10 3.70
‘8-9° 0.19 / 0.10 /
9-8° / 0.20 0.10 0.93
9-'9 / 0.39 0.19 /
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TABLA 17. Frecuencia expresada en porcentaje del patrén de escudos marginales

entre hembras y crias.

# Placas crias 1 crias 2 Total crias Hembras
marginales
mi-md _
5-12 0.19 / 0.10 /

11-'12 0.19 0.20 0.19

~

12-11 0.19 / 0.10

~

12-13 7.61 3.71 5.71

o
Yo}
w

12-15 2.23 / 1.14

~

13-12 25.60 5.86 15.98 1.85

13-14 3.71 8.01 5.80

[uny
0o
]

14-12 1.48 0.20 0.86

~

14-14 0.56 13.48 6.85

N
[e)]
w

15-13 / 0.20 0.10

~
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CAPITULO lll. ANIDACION EN ARRIBADA vs ANIDACION EN

SOLITARIO

1. INTRODUCCION

1.1 ANIDACION EN ARRIBADA Y ANIDACION EN SOLITARIO

En el mundo existen mas de 170 paises, pero sélo 12 de ellos son considerados
megadiversos, albergan entre 60 y 70% de la biodiversidad total del planeta. México
es uno de estos paises (Mittermeier y Goettsch, 1992). La megadiversidad
encontrada en México se refleja en que de las siete especies de tortugas marinas

existentes, seis anidan en las costas mexicanas.

Las siete especies de tortugas marinas son representantes de dos familias
Cheloniidae y Dermocheliydae, y son los uUnicos elementos modernos que
sobrevivieron a lo que fue una amplia y diversa radiacion de tortugas Cryptodiras.
(Eckert, et al. 2000, Meylan, et al. 2000).

Estas siete especies incluyen a:

Tortuga Caguama: Caretta caretta

Tortuga Verde: Chelonia mydas
Tortuga carey: Eretmochelys imbricata
Tortuga lora: Lepidochelys kempii
Tortuga golfina: Lepidochelys olivacea
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Tortuga aplanada: Nattator depressus

Tortuga laud: Dermochelys coriacea

En la costa del estado de Michoacan anida la tortuga verde (Ch. mydas), la tortuga

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

La tortuga marina Lepidocelys olivacea se caracteriza por presentar llegadas masiva
sincrénicas de hembras anidadoras; fendbmeno conocido como “arribada” o “la
arribazon” en donde se presenta la concentracion de una gran cantidad de hembras
anidadoras (mas de 500) en una escala espacial y temporal corta (ie: Ixtapilla 14 mil
hermbras anidadoras en 72 horas en una playa de 800m (Palacios 2012). Mata et al.
(2013) reporta que en el periodo de 2008 al 2010 se observaron de seis a nueve
arribadas, teniendo un promedio de 30 525 nidos por arribada (rango de 13, 998-44,
321); este no es un fendmeno permanente ya que puede presentarse y desaparecer

en ciclos de por lo menos varias décadas (Lutz y Musick, 1997)

A nivel mundial existen soOlo seis paises en donde esta especie presenta este
fendbmeno, México, Nicaragua, Costa Rica, Panama, la India y Surinam. Actualmente
los sitios con los tamafios poblacionales mas elevados de hembras anidadoras con
“arribada” a nivel mundial estan presentes en México; sin embargo, de las cinco
colonias que presentaban “arribada” s6lo dos muestran incrementos significativos:
“Ixtapilla” en Michoacan y “La Escobilla” en Oaxaca; las colonias de Tlalcoyunque,

Guerrero; Mismaloya, Jalisco; Chacahua, Oaxaca; se vieron colapsadas debido a la
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extraccidon masiva de hembras anidadoras en la década de 70’s. (IUCN, 2008). La
nueva colonia de hembras anidadoras de ‘“Ixtapilla” Michoacan, representa el
segundo lugar en México y el quinto a nivel mundial de hembras con “arribada” que
llegan a anidar a las playas del Litoral Mexicano; esta colonia se establecié en 1997 y
los responsables del cuidado, proteccion de nidos y hembras, es un grupo de

habitantes indigenas Nahuas.

La playa de Maruata se encuentra a 27 Km aproximadamente. (seaturtle.org, 2002)
de la playa de Ixtapilla y presenta anidacion en solitario (en 2.8 km anidan méaximo 10
tortugas por noche durante la temporada de anidacion entre agosto y noviembre de
cada afio) El periodo inter-anidatorio es de dos semanas aproximadamente en
hembras con anidacién en solitario mientras que en hembras con anidacién en

arribada es de 17 a 45 dias en promedio (Palacios 2012)

Se ha reportado (Jensen et al., 2006) que la PM en L. olivacea depende de las
condiciones ecoldgicas (Proporcion sexual operacional), es decir en poblaciones
numerosas con una cantidad absoluta mayor de machos y con anidacién en arribada
se presenta mayor frecuencia de PM que una poblacion de menor tamafio y con
menos machos (anidacion en solitario) y esto ha sido observado en diversos estudios

(Hoekert et al. 2002, Kichler et al. 1999, Cortes 2006).

Palacios (2012) realiz6 un estudio con L. olivacea en donde encontrd diferencias
significativas en la forma del caparazon con respecto a la simetria o asimetrias de los

escudos en las crias, sugiriendo que la forma del caparazon podria variar de acuerdo
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con el numero y disposicion de los escudos; y en el analisis de morfometria
geométrica en el caparazén, mostr6 que esta guarda relacidbn con un genotipo
paterno en particular dentro de cada nido.

En el caso particular de las tortugas (sean dulceacuicolas, marinas o terrestres), la
forma del caparazén puede influir en la supervivencia y adecuacion de los individuos
(Lara, 2010).

El caparazéon de las tortugas es de vital importancia para el desempefio locomotor y
la sobrevivencia, se ha sugerido que la forma del caparazon puede influir en la
supervivencia y adecuacion de los individuos y aunque en todas las especies de la
familia Chelonidae se sugiere que existe un namero y arreglo de los escudos del
caparazon con altas variaciones individuales. Dentro de las especies de tortugas
marinas la especie que presenta mayor variacion en el arreglo de los escudos es

Lepidochelys olivacea (Palacios 2012).
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2. OBJETIVOS

I. Determinar las diferencias en paternidad multiple y en el patron de escudos
del caparazén entre una colonia con anidacion en arribada y una con

anidacion en solitario.

3. HIPOTESIS

Il. Sila densidad poblacional tiene influencia en la variacion de la frecuencia
de paternidad multiple, entonces la frecuencia de PM en Ixtapilla (anidacion

en arribada) sera mas alta que en Maruata (anidacion en solitario).
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4. AREA DE ESTUDIO

La playa de Ixtapilla tiene una longitud de mil metros de longitud y esté ubicada en el
Km 180 de la carretera Manzanillo-Lazaro Céardenas en el estado de Michoacén,
México. Se encuentra a 18 24°52.76” de Latitud Norte y 103 32’8.39” de Longitud
Oeste y al igual que la playa de Maruata pertenecen al municipio de Aquila; ambas
playas estdn separadas a 27 Km aprox. (seaturtle.org, 2002) lo que ubica a la playa

de Maruata a los 18 16’ 0’ de Latitud Norte y 103 20’ 0” de Longitud Oeste. Figura 1.

403'32  -102'30°  -103'28°  -103'26°  -103'24°  -103'22  -103'20

Maruata

F18° 24°

“La Ixtapilla”

® 18'18

e e e e

Figural. Mapa de los sitios de estudio (Realizado con seaturtle.org, 2002
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5. MATERIAL Y METODOS.

5.1 METODO DE MUESTREO EN CAMPO Y TRATAMIENTO DE
MUESTRAS

Se realizaron recorridos nocturnos a lo largo de la playa y se realiz6 el conteo de
escudos de 108 hembras que se encontraron en la playa de Ixtapilla en proceso de
anidacion durante el periodo de septiembre a noviembre de 2009. En el mismo
periodo se realizé el conteo de 17 hembras anidadoras en la playa de Maruata
(segunda temporada) y 8 hembras son pertenecientes a la primera temporada
(septiembre a diciembre del 2008), teniendo un total de 25 hembras para esta

localidad.
El conteo de escudos en crias en la playa de Ixtapilla se realiz6 en dos temporadas:

A) Primera temporada. Abarcando de Febrero a Marzo del 2008. Se realiz6 el
andlisis de simetria en los escudos a 825 crias de ocho nidos de la tortuga

Lepidochelys olivacea.

b) Segunda temporada. Que abarcé el mes de octubre del 2008. Se realizé el
andlisis de simetria en los escudos a 512 crias de los ocho nidos de la tortuga

Lepidochelys olivacea.

El conteo de escudos en crias en la playa de Maruata se realizé entre los
meses Septiembre-Noviembre del 2008, con 958 crias correspondientes a 15 nidos

de la tortuga Lepidochelys olivacea.
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Los resultados de la frecuencia de paternidad multiple de ambas poblaciones, fue del
100% (Tabla 1), por lo tanto no se cumplié el supuesto que menciona que en
poblaciones en donde se observa la anidacion en solitario la PM sera menor que en

una poblacién con anidacion en arribada.

TABLA 1. Frecuencia de PM en ambas localidades, NUmero maximo de progenitores por localidad y
cantidad de microsatélites utilizados para cada estudio.

IXTAPILLA  MARUATA

PM (N) 100 % (5) 100 % (8)
No max de 5 4
progenitores

Microsatélites 3 4

Asi mismo, se determind que el nUmero maximo de progenitores en los nidos de las
playas de Maruata es de cuatro machos, mientras que en los nidos de la playa
Ixtapilla es de cinco (Tabla 1). También se observé que en Maruata la mayor parte de
los nidos estuvieron fertilizados por tres machos, mientras que en Ixtapilla fueron

fertilizados por cinco machos (Tabla 2)

Esto puede ser influenciado por la proporcion sexual operacional; poblaciones
numerosas como en poblaciones de tortugas en donde se presenta “la arribada” ya
que las zonas de apareamiento son adyacentes a las playas de anidacién (Lutz y

Musick, 1997). Con una cantidad absoluta mayor de machos como en Ixtapilla y por
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consecuencia mayor cantidad de padres (5 machos en Ixtapilla con el 40% y 4
machos en Maruata con el 12.5% mientras que con mayor porcentaje en esta
localidad encontramos la fertilizacion por tres machos) obteniendo asi mayor
diversidad genética de la progenie y por extension de la poblacion; se ha planteado
que la diversidad genética guarda una relacion positiva con la adecuacion promedio

de las poblaciones (Soulé, 1980).

TABLA 2. Porcentaje y nimero de progenitores observados en los nidos de las distintas localidades.

IXTAPILLA°  MARUATA

No nidos 5 8
con 2 progenitores 1(20%) 1(12.5 %)
con 3 progenitores 1(20%) 6 (75%)
con 4 progenitores 1(20%) 1(12.5 %)
con 5 progenitores 2 (40 %) /

Frecuencia ( %) del nimero de
progenitores entre ambas
localidades.

80%
60%

R 40%
20%

0%

H [XTAPILLA

4 MARUATA

Figura 2. Frecuencia expresada en porcentaje de los progenitores involucrados en la fertilizacion de

los nidos en amas temporadas.
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En base a la simetria de los escudos del caparazon se observo entre las hembras
anidadoras que ambas poblaciones presentaron mayoritariamente 5, 6 y 7 escudos
ventrales, aunque principalmente en Ixtapilla se observa 5 escudos y en Maruata 7
escudos (Tabla 3). Con los escudos costales se observa en Maruata una
combinacion 6 — 5 y en Ixtapilla es la combinaciéon 6 — 6 .Los escudos marginales

tanto en Ixtapilla como en Maruata es la combinacién 13 — 13.

TABLA 3. Porcentaje y combinacion de escudos observados en las hembras anidadoras de las

distintas localidades.

IXTAPILLA MARUATA

No. 105 25
Ventrales 5 (51%) 7 (40%)
Costales 6 -6 (39%) 6-5 (36%)

Marginales 13-13 (81%) 13-13(32%)

En las crias se observa una similitud en los escudos ventrales (5 escudos), entre
ambas localidades. Con los escudos costales en ambas localidades la mayor
proporcion es para la combinaciéon 6 — 6 (Tabla 4). La Unica combinacién distinta es
la de los escudos marginales, 13 — 13 para Ixtapilla y de 12- 12 para Maruata. Cabe
mencionar que el arreglo tipico del caparazén es 1 nucal, de 5 a 7 vertebrales o
centrales, de 6 a 9 pares de escudos costales y mas de once pares de marginales

(Pritchard y Mortimer, 2000; Wyneken, 2004)
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TABLA 4. Porcentaje y combinacion de escudos observados en las crias de las distintas localidades.

IXTAPILLA MARUATA
No. 1°051 958
Ventrales 5 (78%) 5 (50%)
Costales 6-6 (58%) 6-6 (34%)
Marginales 13-13 (45%) 12-12 (57%)

Se sugiere gue la simetria es un indicador confiable de la calidad fenotipica y tal vez
genotipica y puede servir como indicador de la estabilidad en el desarrollo a pesar de
perturbaciones ambientales (Lara, 2010) Palacios (2012) realiz6 un estudio con L.
olivacea en donde encontr6 diferencias significativas en la forma del caparazon con
respecto a la simetria o asimetrias de los escudos en las crias, sugiriendo que la
forma del caparazon podria variar de acuerdo con el numero y disposicion de los
escudos; asi también en el andlisis de morfometria geométrica en el caparazon,
mostré que esta guarda relacién con un genotipo paterno en particular dentro de

cada nido.

Se observa (ver tabla 5) que las crias y hembras de la playa Ixtapilla junto con las
crias de Maruata presentan el mismo patron de escudos vertebrales (cinco) las
hembras de Maruata presentan 7 escudos. En los escudos costales presentan la
misma combinacion (6 — 6) las hembras y crias de Ixtapilla junto con las crias de
Maruata, las Unicas distintas son las hembras de Maruata con la combinacion 6-5.

Para los escudos marginales la combinacion 13 — 13 es para las hembras de ambas
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localidades junto con las crias de Ixtapilla, las crias de Maruata presentan diferencias

con un patrén de escudos 12-12.

TABLA 5. Porcentaje y combinacion de escudos observados en las hembras y crias de las distintas

localidades.
IXTAPILLA MARUATA
HEMBRAS CRIAS HEMBRAS CRIAS
105 1°051 25 958
5 (51%) 5 (78%) 7 (40%) 5 (50%)

6-6 (39%) 6-6(58%) 6-5(36%)  6-6 (34%)
13-13 (81%) 13-13 (45%) 13 13 (32%) 12-12 (57%)
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7. CONCLUSIONES

La frecuencia de PM en ambas localidades fue del 100 %. Sin embargo se
observa que la mayor parte de los nidos en Ixtapilla fueron fertilizados por
cinco machos mientras que en Maruata se observa en mayor proporcién de
tres padres; la presencia de paternidad multiple en ambas localidades implica
mayor diversidad genética y por lo tanto los hacen sitios de conservacién

importantes para la continuidad de esta especie.

El patron de escudos en ambas localidades fue muy similar, en Ixtapilla el
patrén tanto en hembras y en crias fue de: 5 vertebrales, 6-6 costales, y 13-13
marginales; en las hembras y crias de Maruata se presentan diferencias en
este patrén en los escudos, las hembras de Maruata presentaron. 7, 6-5, 13-
13 mientras que las crias 5, 6-6 y 12-12 en los escudos ventrales, costales y
marginales respectivamente. Teniendo un “arreglo tipico” en el patrén de

escudos en el caparazon.
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8. CONCLUSIONES GENERALES

La frecuencia de paternidad multiple de Lepidochelys olivacea en Ixtapilla,
Michoacan fue del 100 %. No existe algin mecanismo que posibilite la manera
de separar y seleccionar el semen a la hembra de los distintos machos con los
que se aparea apoyando con esto la hipotesis (Lara, 2010) que menciona que
el semen utilizado para la fertilizacion es una mezcla de fluido seminal dentro
del tracto genital de la hembra.

Existen diferencias significativas en la simetria entre las dos temporadas de
crias analizadas en Ixtapilla. Es en la segunda temporada donde se
encuentran los organismos mas simeétricos.

La frecuencia de PM en ambas localidades (anidacion en solitario y en
arribada) fue del 100 %.

La mayor parte de los nidos en Ixtapilla fueron fertilizados por cinco machos
(40%), mientras que en Maruata se observa en mayor proporcion tres padres
(75%). Las hembras y crias en Ixtapilla presentan un patrén de escudos igual:
5 ventrales, 6-6 costales, 13-13 marginales mientras que las hembras de
Maruata presentan 7 ventrales, 6-5 costales, y 13-13 marginales mientras que

las crias 5 ventrales, 6-6 costales y 12-12 marginales.
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