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RESUMEN

La tortuga marina golfina (Lepidochelys olivacea) es la especie predominante en
playas del Pacifico colombiano durante su época de reproduccion. Actualmente es
la especie mas abundante de las ocho existentes en el mundo, sin embargo, es
una de las mas explotadas en las costas del Pacifico colombiano (Rueda 1988,
Amorocho et al. 1992). La golfina ha sido reportada, a nivel nacional, en el Libro
Rojo de Reptiles de Colombia (Castano 2002); y a nivel mundial, en las Listas de

la Unién Internacional para la Naturaleza (UICN) como especie en peligro (EN).

Con el fin de caracterizar genéticamente la colonia reproductiva de la tortuga
golfina en el Parque Nacional Natural Gorgona (PNNG), entre el 2004 y 2005, el
Centro de Investigacion para el Manejo y el Desarrollo Ambiental (CIMAD) colectd
muestras de tejido muscular y/o sanguineo de hembras anidantes o neonatos, las
cuales fueron preservadas en buffer de lisis (0.1M Tris, 0.1M EDTA, 0.01M NaCl y
0.5% SDS) y actualmente se encuentran depositadas en la Coleccion de Tejidos
del Instituto Alexander von Humboldt (IAvH). Se realizé la extraccion de ADN de
las 29 muestras obtenidas y posteriormente fueron amplificadas mediante la
técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) empleando los cebadores
especificos para dos secciones de la region control (D-loop) del ADNmt, y
posteriormente ser secuenciadas. La diversidad haplotipica (h) y nucleotidica (1)
fueron calculadas usando el programa ARLEQUIN version 2.0 (Schneider et al.
2000). El modelo evolutivo fue evaluado mediante Modeltest version 3.7 para
Macintosh (Posada y Crandall 1998). Para comparar las secuencias obtenidas en
este estudio con las reportadas en la base de datos del GenBank (National Center

for Biotechnology Information, USA: NCBI Home page
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov) se realizd inferencia filogenética empleando dos
métodos: 1) Método de matriz de distancia -Neighbor Joining (NJ)- utilizando el
software PHYLIP version 3.6 (Felsenstein 1985), y 2) Método de Maxima
Parsimonia (MP) usando el software MEGA version 3.1 (Kumar et al. 2004).

Se obtuvieron valores bajos de diversidad genética (h=0.069 y 11=0.023%) debido
posiblemente a: 1) Predominancia del haplotipo K (99.6%); 2) Longevidad y baja
tasa metabdlica de las tortugas (Avise et al. 1992); 3) Presencia de dos haplotipos
(K'y E) sugiriendo una colonia relativamente joven, ya que segun Lépez-Castro et
al. (2005), la alta diversidad haplotipica es indicador de colonias viejas; y 4) Efecto
“cuello de botella” por una sobre-explotacién entre los 70’ y 80’ (Aguifio com. per.
2006).

Al finalizar la investigaciéon se concluyé que: 1) Los haplotipos del PNNG son
similares a los del Sur de Baja California, abriendo la posibilidad de recolonizar
cualquiera de las dos colonias en caso de extirparse algunas de ellas; 2) Se
confirma la presencia de dos regiones geograficas diferenciadas haplotipicamente
(Pacifico oriental y este de la India); 3) Se corrobora lo planteado por Avise et al.
(1992) y Bowen et al. (1995) quienes afirman que los Testudines presentan una
baja diversidad genética; y 4) La identificaciébn genética obtenida es un insumo
para definir las unidades de manejo requeridas para la implementacion de las

estrategias de conservacion.
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INTRODUCCION

Actualmente se conocen siete especies de tortugas marinas representadas por
dos familias: Cheloniidae con seis especies, Chelonia mydas (verde), Natator
depresus (espalda plana), Eretmochelys imbricata (carey), Caretta caretta
(cabezona), Lepidochelys olivacea (golfina o caguama del Pacifico), Lepidochelys
kempii (lora) y Chelonia agassizii (prieta o verde del Pacifico). Esta ultima es
considerada una octava especie (Pritchard 1999), a pesar de que recientes
estudios la consideran una subespecie, Chelonia mydas agassizii (Meylan et al.
2000, Karl y Bowen 1999). La otra familia es la Dermochelyidae, representada por
una especie, Dermochelys coriacea (laud). En el Pacifico colombiano se han
reportado cuatro especies de tortugas marinas: carey laud, negra y golfina. (Rueda
1988, Amorocho et al. 1992, Amorocho et al.2001).

Las tortugas marinas son especies de amplia distribucion, con un rango geografico
que cubre desde la Patagonia hasta Alaska, como sucede con la tortuga laud, la
cual soporta temperaturas extremadamente bajas. Las otras especies prefieren
habitar los mares tropicales y subtropicales del planeta, por sus aguas calidas y
templadas. Este es el caso de la tortuga golfina, la cual es abundante en las
costas tropicales del océano Pacifico, la India y el sur del océano Atlantico
(Pritchard 1979). Esta especie realiza largas migraciones entre sus areas de
alimentacion, apareamiento, y sus playas de reproduccion, siendo una especie
bioindicadora de la calidad de los ambientes costeros y marinos. El tiempo que
tardan los individuos para llegar al estado de madurez sexual y las largas
travesias que realizan para cumplir con sus requerimientos biolégicos, permiten
observar en un periodo largo de tiempo las variaciones en la condicion de los
ambientes que frecuentan (Frazier 2000). Las tortugas marinas enfrentan multiples

amenazas directas e indirectas, resultado de actividades ejercidas por el hombre

Lindamar Camacho Mosquera 1
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como son: la captura de individuos en las playas de reproduccion y en el agua
(Rueda 1988; Amorocho et al. 1992, Sanchez y Quiroga 2001, Amorocho 2002), el
consumo y la comercializacién de productos y subproductos, el saqueo de nidos
en las areas de desove; el deterioro de los habitats de reproduccion y
alimentacion; ademas de otras presiones ejercidas por depredadores naturales en

tierra y mar (Rodriguez et al. 2002, Ceballos et al. 2003).

De otro lado, la pesca artesanal e industrial han sido identificadas como las
principales actividades responsables de la mortalidad de muchas especies en las
ultimas dos décadas, y de la declinacion de las poblaciones de tortuga caguama,
verde y sobretodo de la laud en el Pacifico oriental (Owens et al. 1989, Seminoff
2000, Spotila et al. 1996, Spotila et al. 2000). Diez afos atras, estimaciones y
extrapolaciones hechas por Duque-Goodman (1988), confirmaron la muerte de
aproximadamente 8321 tortugas marinas atrapadas en las redes camaroneras de
los barcos arrastreros que faenan en el Pacifico colombiano. Las especies

capturadas incidentalmente fueron la golfina y la verde.

Colombia esta incluida dentro de las doce naciones con mayor riqueza bioldgica
del planeta; ocupando el cuarto lugar en diversidad de reptiles. Aproximadamente
el 70% de ellos estdan amenazados en Colombia y a pesar de ser un grupo
reconocido como objeto de conservaciéon por el Sistema Nacional de Areas
Protegidas (SINAP), no hay garantia de supervivencia a largo plazo. La
perturbacion y destruccidn de las areas criticas para el cumplimiento de su ciclo de
vida y el desconocimiento sobre la historia natural de la mayor parte de las
especies de la herpetofauna nacional, han contribuido sensiblemente a la drastica
reduccion de las poblaciones en Colombia (Rueda 1999). A nivel mundial todas las
especies de tortugas marinas se encuentran incluidas en el Apéndice | de CITES,
(Convencion Internacional para el Comercio de Especies de Fauna y Flora en
Peligro de Extincion, por su sigla en inglés). También estan consideradas, en el
Anexo Il de la Ley 356 de 1997 — Protocolo SPAW (Relativo a las Areas, a la Flora

Lindamar Camacho Mosquera 2
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y Fauna Silvestres Especialmente Protegidas del Convenio para la Proteccion y el
Desarrollo del Medio Marino en la Region del Gran Caribe), de la Convencioén en
Cartagena de Indias en marzo de 1983 (SPAW, en linea:
web.minambiente.gov.co/html/neginternal/AcuerdosRegionales/Spaw/Index.htm),

asi como en los Apéndices | y Il de la Convencién de Bonn (Convencién sobre la
conservacion de las especies migratorias de animales silvestres) (CMS, en linea:
www.cms.int/). Estos reptiles marinos constituyen uno de los grupos de
vertebrados tetrapodos con mas alto riesgo de extincion en el mundo, segun los
listados de especies amenazadas de la Unién Internacional para la Conservacion
de la Naturaleza (UICN). El Libro Rojo de Reptiles de Colombia (Castafio-Mora
2002) clasifica con base en las categorias propuesta por la UICN a la tortuga
carey en peligro critico (CR), mientras que la tortuga golfina la mas explotada en
las costas del Pacifico colombiano (Amorocho et al. 1992), junto con la cabezona,

la verde y la laud, estan catalogadas en peligro (EN).

Con base en estos antecedentes y teniendo en cuenta la informacion arrojada por
el diagnostico sobre el estado actual de las tortugas marinas en Colombia, el
Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial (MAVDT), junto con otras
entidades gubernamentales, no gubernamentales y comunidades de base, en su
funcién de proteger las especies de fauna silvestre que se encuentran en extincion
o en peligro, publico el “Programa Nacional para la Conservacién de las Tortugas
Marinas y Continentales de Colombia”. Este documento resalta la importancia que
tiene la investigacion dirigida al conocimiento de la historia natural de las especies
de quelonios presentes en el pais, identificando las causas de disminucién y
mortalidad, y formulando acciones para su conservacion que lleven a recuperar los
tamanos historicos de las poblaciones en el marco del desarrollo humano

sostenible (Rodriguez et al. 2002).

Para contribuir a la implementacién de las lineas de accion propuestas por el

Programa Nacional, es prioritario identificar las poblaciones de las diferentes

Lindamar Camacho Mosquera 3
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especies para protegerlas. Esto implica utilizar las herramientas técnicas y
cientificas disponibles que permitan generar el conocimiento para la toma de
decisiones en materia de conservacion. Una de estas herramientas son las
técnicas de biologia molecular actualmente disponibles de rapida aplicabilidad. La
identificacion genética mediante el andlisis del ADN mitocondrial (ADNmt),
heredado por via materna, permite dilucidar cual es la playa de origen del
individuo y a qué poblacion corresponde cuando se mezcla con otros en habitats
de alimentacién (FitzSimmons et al. 2000). Mediante la identificacion genética de
las poblaciones es posible definir las unidades demograficas o de manejo (UM).
Esta informacién es fundamental para trazar estrategias de conservacion regional
y saber si en caso de que una colonia reproductiva sea extirpada de una playa,
pueda eventualmente ser re-colonizada por hembras de otras playas,
pertenecientes a la misma UM, 6 por el contrario, desaparecer para siempre como
potencial reproductivo de la especie. Este conocimiento complementado con la
recaptura de individuos fisicamente marcados, puede senalar la existencia de
patrones migratorios e indicar hasta donde puede extenderse una poblacién mas
alld del lugar de marcaje. Ademas, la informacion genética es valiosa para
demostrar eventos de colonizacién originados a grandes distancias; lo que
actualmente se dificulta con las técnicas de marcaje disponibles (Bowen et al.
1992, Bowen et al. 1995).

En consecuencia, el presente estudio pretende: 1. Caracterizar genéticamente la
colonia reproductiva de la tortuga golfina empleando un marcador molecular de
ADNmt; 2. Describir los haplotipos caracteristicos de la colonia reproductiva del
PNNG, aportando a la construccién del mapa filogenético de la especie a nivel
global y a la identificacion de las colonias reproductivas que frecuentan el Pacifico
colombiano; 3. Contribuir con informacion util para ubicar a los individuos de
tortuga golfina que desovan en el PNNG, en areas de forrajeo, reproduccion y/o
rutas migratorias, 6 en sitios donde pudieran estar siendo capturados en la cuenca

del Pacifico; 4. Aportar al conocimiento de la historia natural y biogeografia de la
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tortuga golfina en el ambito mundial; 5. Proveer elementos para definir estrategias
de manejo y conservacion sustentadas en la mejor informacion cientifica
disponible; 6. Continuar con la Linea de Investigacion que coordina el Instituto de
Investigaciones Marinas y Costeras José Benito Vives de Andréis - INVEMAR a
nivel nacional, quien ha desarrollado trabajos con tortugas marinas dentro del
Programa Biodiversidad y Ecosistemas Marinos (BEM), no sélo en el Pacifico, sino
en el Caribe colombiano; 7. Contribuir al conocimiento de la biodiversidad
colombiana desde una perspectiva genética liderado a nivel nacional por el
Laboratorio de Biologia Molecular y Coleccidon de Tejido del Instituto Alexander
von Humboldt - IAvH; 8. Generar informacion cientifica para la conservacion de las
tortugas marinas en Colombia abanderada por el Centro de Investigacion para el
Manejo y el Desarrollo - CIMAD y 9. Producir insumos para la implementacion del
Programa Nacional de Tortugas Marinas y Continentales, contribuyendo a la

implementacion del Plan de Manejo del PNNG.
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Caracterizacion genética de la tortuga marina golfina (Lepidochelys olivacea),

1. OBJETIVOS

1.1 Objetivo general

Caracterizar genéticamente la colonia reproductiva de la tortuga marina golfina

(Lepidochelys olivacea) en playa Palmeras — PNNG, mediante el analisis de

secuencias de ADNmt.

1.2 Objetivos especificos

+ Determinar la diversidad haplotipica de la colonia reproductiva de la tortuga

golfina que confluye en el PNNG.

s Definir el numero de haplotipos diferentes que integran la colonia

reproductiva de la tortuga golfina en el PNNG.

%+ Comparar los haplotipos de la colonia reproductiva de la tortuga golfina en

el PNNG con aquellos identificados en otros lugares del mundo.
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2. MARCO TEORICO

A continuacion se presenta la clasificacion taxonomica para el grupo de las
tortugas marinas, se hace una breve descripcion de su historia evolutiva,
generalidades sobre la familia donde se encuentra la especie en estudio,
morfologia, caracteristicas durante la época de anidacion y ciclo de vida de la
tortuga golfina. También se realiza una pequefa introduccion a los conceptos de la

genética de la conservacion y biogeografia.

2.1 TAXONOMIA

La clasificacién taxonomica fue tomada de Lambert 1997; Renjifo y Lundberg
1999, Pritchard y Mortimer 2000).

Clase Reptilia
Subclase Anapsida
Orden Chelonia o Testudinata (Tortugas)
Suborden Cryptodira (Tortugas marinas o terrestres)
Familia Cheloniidae (Tortugas marinas)
Especie Lepidochelys olivacea (golfina)

2.2 GENERALIDADES DEL ORDEN TESTUDINATA

Los primeros reptiles aparecen al final de la era Paleozoica, hace
aproximadamente 300 millones de afos (Bellairs y Attridge 1975).
Filogenéticamente, la clase reptilia da origen a las subclases Anapsida,
Archosauria y Lepidosauria, surgiendo de la primera el orden Chelonia o
Testudinata que origina a las tortugas (Russell 1980). Las tortugas actuales
provienen de un grupo monofilético del suborden Cryptodira, es decir que se
originaron a partir de un ancestro comun que no dio origen a ninguna otra division

de tortugas vivientes. Este suborden se caracteriza por retraer la cabeza sobre un
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Caracterizacion genética de la tortuga marina golfina (Lepidochelys olivacea),

plano vertical adquiriendo forma de “S” entre las placas sobre el hombro (Gaffney
y Meylan 1988), en la actualidad las tortugas marinas poseen poca habilidad para
retraer su cabeza por lo cual han sido dotadas de una cubierta gruesa sobre el

craneo (Meylan y Meylan 2000).

La familia Cheloniidae se caracteriza por presentar las extremidades modificadas
en aletas, con caparazon grande, aplanado y recubierto por escudos corneos y
simétricos; alcanzan tallas corporales superiores a los 70 cm (Rueda et al. 2005).
Esta familia esta constituida por: la tortuga gogo o cabezona, de coloracién rojiza
en estado adulto; tortuga verde o blanca; tortuga carey, caracterizada por su color
café con vetas color ambar y escudos del caparazén sobrepuestos; tortuga golfina,
de color verde olivo (Figuras 1 y 2, Tabla 1); tortuga lora, la mas pequena de las
tortugas marinas; y la tortuga espalda plana (Pritchard 1979), endémica de

Australia.
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Escamas pre-frontales Escudo pre-central

Unas Escudos Escudos

laterales marginales

Figura 1. Vista lateral de la tortuga golfina. (Tomado y modificado de www.seaturtle.org).

Escudos inframarginales

Figura 2. Vista ventral de la tortuga golfina. Cada escudo presenta un poro (Tomado y
modificado de www.seaturtle.org).
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Tabla 1. Descripcion general de la tortuga golfina. (Tomado y modificado de Pritchard et
al. 2000 y Chacoén et al. 2000).

Descripcion General

Longitud recta de
carapacho (LRC)

72 cm.

Cabeza

Levemente triangular, grande, ancho alrededor de 13 cm.

Corto, ancho, liso, elevado y de forma ligeramente tectiforme

Carapacho (a manera de tienda de campafia). En estado juvenil tiene una
alta proyeccion vertebral.
Plastron Presencia de un pequefio poro en cada uno de los escudos

(Figura 2).

Escudos costales

Seis a ocho en estado adulto, levemente traslapados en estado
inmaduro.

Escamas pre- | Dos pares.

frontales

Aletas Dos ufias en cada aleta delantera.

Peso 35 - 50 kg.

Coloracién Zona dorsal de color gris en neonatos, y verde olivo en

adultos.

Identificacion de rastros y nidos

Ancho de rastro

70 —80cm.

Tipo de rastro

Corte muy ligero, con marcas asimétricas (movimiento
alterno de aletas) y oblicuas (movimiento de aletas
delanteras).

Profundidad cama

Muy somera y el surco central generado al arrastrar la cola es

poco visible.
Tamafio huellas 70 -80 cm.
Tamafio nidada 105 — 120 huevos / nido.
Diametro huevos | 37—42 mm.
Temperatura 29.13°C.
pivotal
Tiempo 46 — 65 dias.
incubacién

Preferencia de
playa

Continentales e islas de barrera en regiones tropicales,
cercanas a bocas de rios.

Ubicacion playas

Pacifico oriental (Sur Baja California y México hasta Perd,
incluyendo a Colombia), Atlantico del Sur (de Guyana a
Brasil y en Africa occidental), norte del Océano Indico

de anidacion (Orissa, India) y Pacifico occidental (Malasia y Tailandia).
En la costa Pacifica colombiana, en los Parques Nacionales
Naturales de Utria, Gorgona y Sanquianga, ubicados en los
departamentos de Chocd, Cauca y Narifio, respectivamente
(Figura 3).

Areas En Colombia: Bahia Solano y alrededores del PNNG.

alimentacion

Dieta Estado adulto: carnivoros consumen peces y crustaceos.

Lindamar Camacho Mosquera
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Figura 3. Areas de reproduccion y alimentacién de las tortugas marinas en el Pacifico
colombiano (Tomado del Centro de Investigacion para el Manejo Ambiental y el Desarrollo

— CIMAD 2002).
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Caracterizacion genética de la tortuga marina golfina (Lepidochelys olivacea),

2.3 CICLO DE VIDA DE LAS TORTUGAS MARINAS

Las tortugas marinas se caracterizan por tener un ciclo de vida largo y por ser
animales de crecimiento muy lento. Pasan por cinco fases de desarrrollo: huevo,
embrion, cria, juvenil y adulto. En cada época de anidaciéon las hembras
construyen sus nidos por encima de la linea de marea donde depositan sus
huevos que en numero puede alcanzar entre los 50 hasta 140 dependiendo de la
especie. La temperatura de incubacion debe mantenerse entre 23 — 33 °C para
que haya éxito de eclosion. La temperatura pivotal debe ser cercana a los 21 °C,
donde valores por encima producira hembras y por debajo machos, sin embargo
esto varia con la especie y la ubicacion latitudinal (Frazier 1999; Mrosovsky et al.
1971, Mrosovsky 1980, Yntema et al. 1982, Godfrey et al. 1999).

Los nidos eclosionan generalmente en horas de la noche evitando que las crias
sean atacadas por predadores diurnos y/o ser afectadas por altas temperaturas.
Los neonatos comienzan a emerger en direccion al mar orientados por el campo
magnético internandose a la zona pelagica por un periodo aproximado de 10 afos,
fase denominada como el afio perdido, moviéndose entre sitios de alimentacién
ricos en algas y larvas de invertebrados. La tortuga golfina permanece en
ambiente pelagico excepto para época anidatoria. Durante la etapa juvenil — adulto
las tortugas viajan a zonas costeras y benténicas, y al alcanzar la madurez sexual
entre un periodo de 10 a 50 afios migran hacia sus playas de origen a desovar en
su primera temporada reproductiva, en un fendbmeno conocido como filopatria. Al
finalizar esta temporada las tortugas marinas regresan a sus sitios de forrajeo
(Frazier 1999, Miller 1997, Shanker et al. 2003, Secretaria CIT 2004).
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Figura 4. Ciclo de vida de las tortugas marinas (Tomado de Proyecto Karumbé, en
linea:www.geocities.com).

2.4 GENETICA DE LA CONSERVACION

La genética ha permitido estudiar los genes y su variacién en el ambiente natural
(Griffiths et al. 1993), y el empleo de herramientas moleculares ha permitido
avanzar en algunos de los aspectos primordiales para la conservacion de las
especies: la caracterizacion de las poblaciones, el analisis de la diversidad

genética intra e interpoblacional.

2.4.1 Diversidad Genética
Es requerida por las poblaciones para adaptarse a los cambios ambientales,
reflejandose en la variedad de alelos y genotipos encontrados entre individuos

(Frankham et al. 2002). Al estudiarse desde una perspectiva individual, se define

Lindamar Camacho Mosquera 13




& VR

h'@ AT _‘)}":

Pargue Nacional Natural Gorgona. A

Caracterizacion genética de la tortuga marina golfina (Lepidochelys olivacea),

como la frecuencia relativa de los alelos, es decir las diferentes formas como se
expresa un gen (locus) el cual ha sido heredado por los padres (Nason 2002).
Para analizar la diversidad de la tortuga golfina, se hace referencia a: 1) indice
Haplotipico (h), estimado a partir del numero de haplotipos presentes en la
muestra y sus frecuencias respectivas, definiéndose como la probabilidad de que
dos haplotipos de la muestra elegidos al azar sean diferentes (Nei 1987),
indicando el numero de estados variantes de un gen dentro del genoma
mitocondrial (Hartl 1997) y 2) indice Nucleotidico (1), el cual determina la
heterocigosidad al nivel de nucleétidos a partir de las diferencias entre secuencias
de haplotipos, estimando la probabilidad de que dos nucleétidos homodlogos

escogidos al azar sean diferentes (Nei y Li 1979, Nei y Tajima 1981).

2.4.2 Marcadores Moleculares de ADN

La eleccién del marcador molecular depende de la informacion que se desee
obtener, teniendo en cuenta que posee diferentes caracteristicas en cuanto al tipo
de herencia y dominancia, como por ejemplo si es un marcador dominante o
codominante, si explora el ADN nuclear-ADNn (origen biparental), ADNmt (origen
monoparental-materno) o ADN de cloroplasto (origen monoparental-paterno o
materno) y en especial del costo de la técnica (Jiménez y Collada 2000). Estos
marcadores no son afectados por variaciones ambientales ni de desarrollo,
muestran la base de la variacion de los individuos, permiten seleccionar regiones
dentro de la molécula de ADN, detectar infinidad de numero de polimorfismos, y

analizar la informacion que se expresa como la que no.

Para la caracterizacion genética de la tortuga golfina en el PNNG se empled la
region control del ADNmt. Dado a que es un marcador genético que se caracteriza
por poseer una organizacion de secuencia simple, de herencia maternal, con alta
tasa de mutacion y ausencia de recombinacion, lo cual lo hace bastante
interesante para trazar genealogias maternales y estudios evolutivos. Este ADN

en vertebrados incluye dos genes RNAr, 22 genes de RNAt y 13 genes que
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codifican para proteinas (sintesis de ATP), ademas de poseer una region control
(D-loop) encargada de iniciar la replicacion y la transcripcion (Harrison 1989)
(Figura 5).

Cyi b
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Figura 5. ADN mitocondrial. Region control (D-loop) sefalada en color blanco (Tomado
de Lewin 1997).

En los ultimos afios, el ADNmt se ha convertido en un instrumento de la
biogeografia y areas afines, con el cual se han logrado enlazar procesos micro y
macroevolutivos entre la filogenia y la genética de poblaciones, permitiendo trazar

genealogias entre poblaciones, especies y taxas (Avise 1998, Gillespie 1986).
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2.5 INFERENCIA FILOGENETICA

En el curso de un estudio cladistico deben identificarse grupos hermanos, que son
especies o0 taxones mas altos, que hipotéticamente, son los parientes mas
cercanos a otro taxén dado, exclusivo de la especie ancestral de ambas taxa.
Para facilitar los analisis filogenéticos debe utilizarse un “out-group” que es un
grupo hermano del taxén estudiado, para determinar cual de los haplotipos son
basales y cuales son mas derivados. Uno o varios out-groups pueden ser
examinados para llegar a esta inferencia. La mas critica comparacion out-group

incluye el grupo hermano del taxén estudiado (Wiley 1981).

Segun Cailliet et al. (1986), el resultado final de una investigacion en sistematica
filogenética es un cladograma, el cual se define como un diagrama ramificado
(dendrograma) en el cual las especies u otras taxas se encuentran ligadas por
compartir uno 0 mas caracteres en un unico estado o condicion donde se indican
las novedades evolutivas. Un cladograma organiza las especies o taxa
generalmente en grupos monofiléticos. La horquilla en un cladograma representa

el antecesor comun de dos grupos hermanos.

2.6 BIOGEOGRAFIA

Esta disciplina estudia la distribucion de los seres vivos en espacio y tiempo,
describe y comprende patrones de distribucion geografica de las especies y
taxones supraespecificos. Esta se puede dividir en biogeografia ecoloégica e
histérica, donde la primera hace referencia a la distribucion de los seres vivos en
funcién de sus adaptaciones a condiciones actuales del medio, y la segunda en
funcién de factores histéricos que no intervienen actualmente (Morrone 2001,
Zunino et al. 2003).
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Dentro de la biogeografia histérica, se encuentra la escuela de la filogeografia, la
cual busca ampliar la congruencia entre evolucion, demografia e historia de la
distribucion de taxas, y determinar la cronologia de la diversificacion evolutiva.
Provee descripcion de distribucién geografica, relaciones filogenéticas y distancias
genéticas entre linajes evolutivos de animales (Lanteri et al. 2003), proporcionando
un mejor entendimiento de la biogeografia regional y areas de endemismo. Los
estudios filogeograficos contribuyen a ampliar los estudios ecoldgicos y evolutivos,
identificar histéricamente y evolutivamente regiones independientes que sean
consideradas como réplicas naturales. Los analisis filogeograficos comparados
permiten estudiar los efectos de la historia y la geografia en estructura de

comunidad de organismos a nivel local y regional (Bermingham y Moritz 1998).
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3. ANTECEDENTES

Algunas de las investigaciones realizadas a la fecha sobre diferentes tematicas
(biologia, conservacion, estudios moleculares, mortalidad, factores naturales y
antropicos, entre otras) se presentan a continuacion, en especial los relacionados

con la tortuga golfina.

3.1 ESTADO ACTUAL DE CONSERVACION DE LAS TORTUGAS MARINAS

Las tortugas marinas se encuentran distribuidas en todos los océanos del mundo,
desde zonas tropicales hasta regiones polares. Las migraciones que realizan entre
sitios de alimentacion y sitios de reproduccion, ha permitido realizar el marcaje de
hembras adultas durante el arribo a las playas de anidacion, estas migraciones
han sido las mas documentadas debido a la posibilidad de recapturar las tortugas
inicialmente marcadas en las playas de anidacién, ya que permanecen la mayor
parte de su vida en el mar (Bjorndal 2000). Actualmente, los estudios sobre el ciclo
de vida de las tortugas marinas han sido reforzados con el empleo de
herramientas novedosas como la genética molecular y la telemetria satelital. De
esta manera se ha podido identificar el origen de las colonias reproductivas,
conocer su estructura poblacional, y registrar las rutas migratorias que realizan los
individuos de las diferentes especies para ubicarlos geograficamente en los sitios

de forrajeo y reproduccion (Meylan y Meylan 2000, Secretaria CIT 2004).

A nivel general, durante el transcurso de su vida reproductiva las hembras
depositan varias nidadas durante una misma temporada reproductiva (conocido
como intervalo de reanidacion), las cuales varian de acuerdo a la especie (segun

Alvarado et al. 2000, son tres nidadas cada 12 a 15 dias en el caso de golfina).
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Asimismo, las hembras reproductoras regresan a desovar a la misma playa luego
de dos o tres afios (conocido como intervalo de re-migracion).

En las ultimas dos décadas, las poblaciones y/o colonias reproductivas de tortugas
marinas han disminuido debido especialmente a factores de origen humano. Entre
las actividades que ponen en riesgo la supervivencia y la calidad de sus habitats
de reproduccién, se encuentran: la comercializacion de huevos, carne, aceite y
caparazones; la extraccion de arena de las playas; las construcciones turisticas
que alteran su habitat y desorientan a las hembras reproductoras con su
iluminacion artificial (Eckert 2000); la pesca artesanal e industrial que captura
incidentalmente gran numero de tortugas al aio en redes de arrastre, palangres
pelagicos y de fondo, lineas de boyas, redes agalleras y de trampa (Oravetz
2000). A esto se suma el impacto negativo de la contaminacion marina por
hidrocarburos y derivados del petroleo (Frazier 1980, Gibson y Smith 2000,
Witherington 2000); asi como la ingestion de plastico y material no biodegradable
que las ahoga cuando equivocadamente lo consumen o cuando accidentalmente

enredan su cuerpo en desechos de polipropileno (Carr 1987).

Entre los casos de mortalidad mas alarmantes registrados a nivel internacional,
sobresale la muerte de diferentes especies de tortugas marinas que superaron los
48.000 individuos en el Golfo de México, de las cuales murieron por ahogamiento
el 23% (Weber 1989).

3.2 NIVEL DE CONOCIMIENTO DE LA TORTUGA GOLFINA (Lepidochelys
olivacea) EN OTRAS REGIONES (ATLANTICO, PACIFICO E iNDICO)

3.2.1 Atlantico
En esta region la especie ha sido reportada al norte de Miami (Florida) en aguas
cercanas a Maratén en diciembre de 1999, en los alrededores de cayo Largo en

septiembre de 2000 y en Islas Sunny en octubre de 2001 (Foley et al. 2003). En
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California Central (USA) durante octubre de 2001 y noviembre de 2002 (Steiner et
al. 2005). Al noreste de Cuba, en el Cayo Guajaba (Nuevitas) durante el mes de
abril de 1997 (Moncada et al. 2000). En el sector del Atlantico Occidental Tropical
se encontraron 72 individuos en marzo de 1975 desde Isla Margarita (al este de
Venezuela) hasta el norte de Brasil, incluyendo Trinidad, Barbados, Guyana,
Surinam, Guyana Francesa e Isla Devil’'s (Pritchard 1976). Ademas, se ha
confirmado su anidacion al norte de la costa de Trinidad (playa Madamas) en el
mes de junio (Livingstone 2005) y al noreste de Brasil (playa de Patos) en el mes
de abril (Lima et al. 2003).

Por otro lado, en Colombia se ha confirmado el sacrificio de 54 individuos de
tortuga golfina con fines comerciales en Cartagena (Medem 1983) y se ha
evidenciado la desaparicion paulatina de la mayoria de las colonias de golfina que
arribaban en el Archipiélago de San Andrés y los bancos de Serrana, Serranilla y

Quitasueio (Cordoba y Lopez 1997, Rodriguez et al. 2002).

3.2.2 Pacifico

Para esta region se han registrado eventos de anidacion entre marzo y abril al sur
de Tailandia (Isla de Phra Thong) (Aureggi et al. 1999) y entre julio y noviembre al
Sur de Baja California-SBC (Cabo Pulmoén) (Lopez—Castro et al. 2004). También
se han reportado la llegada de arribazones en mayo o junio para La Escobilla,
Oaxaca (México), continuando en febrero o0 marzo del siguiente ano (Marquez-M
et al. 1996). Anida todo el afio en El Salvador durante la estacion lluviosa (Hasbun
y Vasquez 1999).

3.2.3 indico

Los reportes para esta region se presentan en Banyuwangi Sur, Java oriental
(Indonesia), con pico anidatorio en el mes de julio (Suwelo 1999). En la costa de
Andhra Pradesh, sur de Orissa (India) entre diciembre y abril, ya que

aproximadamente 4000 nidos fueron encontrados esporadicamente entre enero y
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marzo, lo cual hace pensar que este lugar pudiera estar recibiendo aportes de
hembras que anidan en Orissa (Tripathy et al. 2003). Sin embargo, India a pesar
de ser uno de los sitios con caracteristicas propicias para la anidacion de tortugas,
registré un caso de alta mortalidad entre 1997 y 1998, donde la captura de mas de
30.000 tortugas golfina en aparejos de pesca provocd la muerte de 13.575

individuos durante su época reproductiva (Pandav y Choudhury 1999).

3.3 NIVEL DE CONOCIMIENTO DE LA TORTUGA GOLFINA (Lepidochelys
olivacea) EN EL PACIFICO COLOMBIANO

En el Pacifico colombiano se ha identificado que el mayor numero de registros de
anidacion, corresponde con aquellas playas donde la composicion es arenosa, de
relieve mas bien plano y pendientes con poca inclinacion (Amorocho et al. 1992,
1998, 2001). En el departamento del Choco ha sido reportada para el Golfo de
Cupica y en la desembocadura del rio San Juan, en febrero en las playas entre
Cabo Corrientes y Bahia Solano (Rueda 1992), y entre los meses de agosto a
noviembre para el Playon del Valle, el Parque Nacional Natural Utria (PNNU) y las
playas de La Cuevita y San Pichi (Ceballos-Fonseca et al. 2003), siendo La
Cuevita un importante sitio de anidacion para la especie en Sudamérica (Martinez
et al. 2000, Hinestroza et al. 2001). Para esta misma época se ha registrado en el
departamento de Nariiio como la especie mas abundante entre el Parque Nacional
Natural Sanquianga (PNNS) y cerca a la frontera con el Ecuador, hasta el rio Mira
(Amorocho et al. 1992, Amorocho et al. 2001, Jiménez 2001, Ceballos-Fonseca et
al. 2003). De acuerdo con McCormick (1996) en playa Palmeras (PNNG) se
reporta el mayor numero de ascensos entre junio y diciembre, y segun Pavia et al.
(2006) se presenta entre julio y noviembre, con pico en septiembre, registrandose

aproximadamente 2500 nidos durante la temporada de 2005.
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Esta especie y sus subproductos han sido tradicionalmente una fuente importante
de alimento para las comunidades del litoral Pacifico colombiano, sin embargo se
han registrado mortalidades de tortuga golfina por la accibn combinada de la
pesca industrial del camaron, el bolicheo del atun y trancadores para tiburones en
1992 que ocasiond la muerte de aproximadamente 600 individuos (principalmente

de tortuga golfina y negra) (Rueda 1992) en el PNNU, departamento del Chocé.

3.4 LOS MARCADORES MOLECULARES Y SU APLICACION EN EL
CONOCIMIENTO DE LA HISTORIA NATURAL Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA
DE LAS TORTUGAS MARINAS

En vista de los diversos casos de reduccion y mortalidad que se han dado sobre
las poblaciones de tortugas marinas en el mundo, es necesario conocer mas sobre
su biologia reproductiva, manejo, recuperacion y conservacion de sus poblaciones
(Richardson 2000). En este sentido, las técnicas de biologia molecular, han
demostrado ser en los ultimos afos herramientas fundamentales para aclarar
aspectos de la historia natural de las tortugas marinas, como por ejemplo la
estructura poblacional de los linajes maternos. De esta manera ha sido posible
identificar las colonias reproductivas como wuna prioridad para definir
demograficamente las UM y detectar diferencias genéticas entre aquellas de
manera que se puedan implementar medidas de manejo que aseguren la
diversidad poblacional de las especies (Abreu Grobois 2000, FitzSimmons et al.
2000).

A continuacion se presentan por género y especies algunos de los estudios

realizados que han empleado el marcador de ADNmt, el cual ha servido para

caracterizar las colonias reproductivas de varias especies.
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En el género Lepidochelys sp, el marcador ha permitido elucidar sobre las
particiones genéticas que han ocurrido en el linaje ancestral, el cual fue dividido
por el puente de América Central, dando origen a dos especies de tortugas: lora
(Atlantico) y golfina (Pacifico), encontrando el haplotipo mas divergente en la
region del Indo — Pacifico oeste y del cual se cree surgio la mas reciente radiacion

de éstos linajes (Bowen et al. 1998).

En tortuga golfina, pese a que es una de las especies mas abundantes (Abreu-
Grobois 2000), actualmente son pocos los trabajos a nivel molecular. Sin
embargo, en cuanto a los estudios realizados sobre caracterizacion genética, se
ha identificado el haplotipo K en la mayor parte de la poblacion de la India,
sugiriendo que los amplios rangos de expansién y distancias de colonizacion
indican que el ancestro de las poblaciones de golfina contemporaneas proviene
del océano Indico (Shanker et al. 2004); posteriormente se comprobd que las
tortugas golfina reconocidas morfolégicamente en aguas de Florida (noroeste del
Atlantico) presentaban el haplotipo F caracteristico del Atlantico (Foley et al.
2003). Empleando este marcador también se ha podido demostrar que en el
Pacifico este (SBC), la diversidad genética en poblaciones peninsulares de tortuga
golfina es mas baja con respecto a la encontrada en poblaciones continentales,

reflejando una reciente historia evolutiva en ésta region (Lopez-Castro et al. 2005).

En otras especies se han resuelto preguntas sobre la estructura filogeografica
entre los sitios de anidacion: en tortuga cabezona se han encontrando dos linajes
(Atlantico-Mediterraneo e indico-Pacifico) posiblemente por un reciente flujo de
genes interoceanicos debido a su adaptabilidad para utilizar habitats alrededor del
sureste de Africa (Bowen et al. 1994), y posteriormente, en el linaje del Atlantico-
Mediterraneo se distinguieron dos linajes filogenéticos distintos para la misma
especie que cumplian con la teoria del natal homing (que habla sobre el retorno de
las tortugas a anidar cerca o a los mismos sitios donde ellas emergieron como

cria), conformando agregaciones reproductivas aisladas (Encalada et al. 1998). En
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tortuga laud se encontraron poblaciones fuertemente subdivididas en los linajes
maternales a una escala global, ya que la distribucion de los haplotipos indicaban
que la especie pudo haber radiado de un refugio limitado en el indico-Pacifico
durante la temprana glaciacion del Pleistoceno (Dutton et al. 1999). En tortuga
verde ha permitido revelar la divergencia existente entre las colonias del este y del
oeste en el Gran Caribe (Lahanas et al. 1994) y comprobar su filopatria en Florida
y Costa Rica al regresar a desovar a su playa natal (Allard et al. 1994). Y en
tortuga lora se ha identificado el haplotipo D en las colonias del Atlantico de los
Estados Unidos y el Golfo de México, presentando una distribucion restringida
debido a una posible migracién transoceanica a través del estrecho de Gibraltar

que la llevé al mar mediterraneo (Tomas et al. 2003).

Otra aplicacion que tiene la identificacion genética mediante el analisis del ADNmt
es resolver la composicion de las poblaciones de tortugas marinas en la historia de
vida temprana, como en la etapa juvenil y/o adulta cuando individuos provenientes
de diferentes colonias reproductivas confluyen en las areas de alimentacion o se
agrupan a lo largo de las rutas migratorias. En tortuga verde esto ha sido
observado en Gran Inagua — Bahamas, donde se encontré predominancia del
haplotipo Il en juveniles, el cual es caracteristico de las colonias anidantes al
oeste del Caribe, posiblemente debido a la influencia de las corrientes oceanicas
del gran Atlantico que dispersan y distribuyen las crias de esta especie, facultando
la mezcla de diferentes cohortes (Lahanas et al. 1998). En tortuga carey las
técnicas de identificacion mediante ADNmt también han sido empleadas en areas
de forrajeo ubicadas en Puerto Rico y Cuba donde se encontraron individuos
pertenecientes a colonias anidantes de otras naciones, debido posiblemente a la
proximidad de sus areas de anidacion, habitats de forrajeo, condiciones
oceanograficas y comportamiento migratorio propio de esta especie en el Caribe
(Bass 1999).
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Caracterizacion genética de la tortuga marina golfina (Lepidochelys olivacea),

Ademas de los estudios realizados con ADNmt se ha avanzado en el empleo de
marcadores polimorficos como los microsatélites, los cuales emplean ADNn
permitiendo observar el flujo de genes mediado por el macho y la hembra dentro
de las poblaciones de tortugas marinas (Bowen et al. 1996). Asi, entre las
poblaciones anidantes de tortuga golfina en la costa este de la India se observé
una alta variabilidad genética al encontrarse seis loci altamente polimérficos
(Ramesh 2004). También se encontré multiple paternidad en los nidos de tortuga
cabezona (de 70 nidos registrados) en Melbourne Beach — Florida, en donde 22
de ellos tuvieron mas de un padre y seis tuvieron mas de dos padres (Moore y Ball
2002).

Finalmente, al combinar estudios de analisis de secuencias de ADNmt y ADNn
con microsatélites, se ha podido evidenciar la hibridizacion de linajes, como por
ejemplo los de tortuga lora y cabezona durante la temporada de anidacion de 1999

en Rancho Nuevo, México (Barber et al. 2003).
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4. AREA DE ESTUDIO

La presente investigacion se llevd a cabo en playa Palmeras - PNNG,
departamento del Cauca, Colombia. A continuacion se presenta la descripcion

general y caracteristicas del sitio de estudio.

4.1 GENERALIDADES

El PNNG se encuentra ubicado entre los 2° 55’ 45” - 3° 00’ 55” Ny 78° 09’- 78° 14’
30” W, cuenta con una extension total de 616.8 Km? de los cuales 13.7 Km?
corresponden a Gorgona y Gorgonilla (Figura 6). La maxima elevacion es el cerro
La Trinidad con una altura de 338 msnm. La pluviosidad oscila cada afo entre los
4.164 y los 8.176 mL/m? siendo alta por localizarse dentro de la zona de
convergencia intertropical (Diaz et al. 2001). La humedad relativa es superior al
90%, y la temperatura media anual del aire es de 26° C. Los periodos climaticos
de lluvia van de mayo a octubre, y de diciembre a febrero con menor precipitacion
(IDEAM 2000).

4.2 GEOLOGIA

Gorgona es de origen volcanico, tectonicamente activa por su ubicacion en el
margen occidental de la placa de Suramérica. Estudios previos postulan tres
posibles escenarios tectonicos, pero el estudio mas reciente se basa en rocas
volcanicas komatiitas, revelando que la isla es posiblemente un fragmento
desprendido de la placa oceanica del Caribe hace aproximadamente unos 100-75
millones de anos sobre el punto candente de Galapagos. Las playas y sublitorales

del costado oriental presentan arenas de grano medio, de origen coralino y rocoso,
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mezclada con gravas y cantos rodados. Hasta los 30 m de profundidad posee
arenas de grano grueso mezclado con cascajo bioclastico y por debajo de los 40-
50 m tiende a ser de naturaleza lodosa (Diaz et al. 2001). Posee suelos de
coloracion amarillo rojizo, arcillosos, pesados, poco permeables, acidos, mal
aireados, con niveles freaticos superficiales y muy susceptibles a la erosion

(UAESPNN, en linea: www.parquesnacionales.gov.co).
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Figura 6. Mapa del area de estudio. PNNG. (Tomado del Centro de Investigacion para el
Manejo Ambiental y el desarrollo - CIMAD 2004).
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4.3 OCEANOGRAFIA Y REGIMEN HIDROGRAFICO

Las mareas en el Pacifico llegan a tener una amplitud maxima de 5 m y una
minima de 0.6 m segun reportes del IDEAM en el 2000. La velocidad de corriente
es de 14.2 m/min tanto en superficie como en profundidad. La temperatura
promedio mensual del agua en superficie esta entre 26° C (al final del afio) y 28° C
(mayo — junio). La salinidad promedio mensual del agua en superficie en torno a
las islas esta entre 28 y 32. La transparencia del agua se ubica entre 6 y 12 m, con

un promedio de 8 m durante todo el ano (Diaz et al. 2001).

4.4 PLAYA PALMERAS

Ubicada en el extremo suroccidental de la isla Gorgona, a 4 km del Poblado, con
coordenadas geograficas de 2°56'23.3”N y 78°12’31.8”W. Presenta una extension
total de 1.15 km (Figura 6), con una amplitud de 50 m, 13.9 m y 3.9 m de zonas
baja, media y alta. En el sector sur de la playa se concentran rocas aisladas que
dificultan el acceso a la playa, prefiriendo las tortugas desovar en el sector norte.
Playa Palmeras no presenta problemas de intervencién antrépica (Ceballos-
Fonseca et al. 2003), aunque sucesos mas recientes en 2005 y 2006 reportan un
numero considerable de individuos muertos o afectados por actividades de origen

humano (Pavia et al. 2005).
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 FASE DE MUESTREO

De la temporada reproductiva llevada a cabo durante los meses de octubre a
noviembre de 2004 en playa Palmeras (PNNG) se obtuvieron ocho muestras y de
la temporada de septiembre a diciembre de 2005 se colectaron 21, para un total
de 29 (Tabla 2). Para esta fase se conté con el apoyo técnico de investigadores y
voluntarios del CIMAD.

Tabla 2. Listado de muestras de tejido empleadas para la obtencién de ADN.
RTG: Reproduccion Tejido Gorgona y RSG: Reproduccion Sangre Gorgona.

ORIGEN MUESTRA TEJIDO
MUESTRAS HEMBRA NEONATO
REPRODUCTORA
RSG1 X
RSG2 X
RSG3
RSG4
RSG5
RTG 1
RTG 6
RTG7
RTG 8
RTG 9
RTG 10
RTG 11
RTG 12
RTG 13
RTG 14
RTG 15
NIDO2
NIDO3
NIDO6
NIDO8
NIDO10
NEO2
NEO3
NEO4
NEO14
NEO15
EXHUMACION X

XXX | X

XXX XX XXX XX

XXX XX XXX X[ X | X
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La playa fue dividida en seis sectores, cada uno de 200 m aproximadamente, a lo
largo de los cuales se realizaron patrullajes diurnos y nocturnos durante la quiebra
(marea baja) o dos horas después de empezar a bajar durante la puja (alta).
Durante estos recorridos, se registrd6 el ascenso de hembras anidantes, se
contabilizaron el numero de huellas observadas y se relocalizaron nidos en

peligro, los cuales fueron monitoreados hasta la eclosion de los neonatos.

Al interceptar una hembra en proceso de anidacion, se esperaba a que la tortuga
empezara a desovar para tomar las medidas morfométricas (Tabla 3). Este
momento era aprovechado ademas para colectar muestras de sangre del sinus
cervical y/o tejido dérmico a unos 3mm del hombro del animal. Estas muestras
fueron almacenadas en tubos de microcentrifuga de 1.5 mL con buffer de colecta
que contenia una solucién de 0.1M Tris, 0.1M EDTA, 0.01M NaCl y 0.5% SDS
(AMCC, en linea: http://research.amnh.org/amcc/labfacilities6.html) proporcionado
por el laboratorio de Biologia Molecular y Coleccion de Tejidos del IAvH para la
posterior caracterizacion genética de la especie. Antes de empezar a tapar el nido
la hembra era marcada en la segunda escama de cada una de sus aletas
delanteras con placas metalicas tipo Monel 861s, cuidando de dejar un espacio
adecuado entre la escama y la placa, para no afectar el crecimiento y

funcionamiento normal de las extremidades anteriores del animal.

Posteriormente en cada nido se tomaron distancias entre nido - linea de marea,
nido - linea de vegetacion, y el diametro de la huella interna y externa de la tortuga
anidante. Se reubicaron nidos que presentaban problemas por inundacion,
conservando el mismo diametro y profundidad del nido original. Los huevos fueron
transportados en un balde con arena del nido original (Figura 7) y de cada nido se
tomaron 10 huevos al azar, los cuales fueron medidos y pesados (Figura 8).
Cuando se encontraron nidos destapados por la marea y/o depredados en la playa

(Figura 9), se procedié a realizar su respectiva exhumacion, ademas de tomar
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medidas morfométricas de los huevos (Tabla 4), para luego ser tapados con arena

en el mismo sitio (Pavia et al.

2006).

Tabla 3. Formato de campo empleado durante los patrullajes nocturnos en playa

Palmeras, PNNG.

Ficha patrullaje nocturno

Fecha: Hora:
Tiempo: seco Viento: calmado Oleaje: calmado
nublado moderado moderado
: fuerte fuerte
lluvia
Medidas
1.LCC Longitud curva -caparazon
2. ACC Ancho curva caparazén
3.LC Longitud cabeza
4. AC Ancho cabeza
5.LRC Longitud recto caparazon
6. ARC Ancho recto caparazon
7.LP Longitud plastrén
8. AP Ancho plastrén
9.H Altura
10. LPC Longitud plastrén-cloaca
11. LCCo Longitud cloaca-cola
12. LcoCa Longitud cola-caparazén
13. Peso Diagrama huellas
14. T. cloacal
15. Marca Linea vegetacion
16.Huella ¥t
interna Playa
17.Huella
externa T T
Mar
Muestras tejido: Sanguineo  [] Muscular ]
Nido # Huevos
1.Distancia # Diametro (mm) Peso (g)
linea marea
2.Distancia 1
linea
vegetacion
3.Diametro 2
nido
4.Profundidad 3
nido (Z2)
Observaciones:
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a). Ubicacion del nido y extraccién de arena. b). Ubicacion de los huevos.

c¢). Transporte de huevos al nuevo nido con arena del nido original.

d). Construccion del nuevo nido con e). Cerca y rotulacion del nido para
las medidas iniciales del nido original. proteccién.

Figura 7. Pasos para la reubicacion de huevos de tortuga golfina a un nuevo nido

construido replicando las condiciones originales.
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Figura 8. Medicion y pesaje de huevos de tortuga golfina escogidos al azar.

Figura 9. Huevos de tortuga golfina depredados en la playa por cangrejos ermitafios
(Coenobita sp.).
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Tabla 4. Formato de campo empleado durante la exhumacién de nidos en los patrullajes
en playa Palmeras, PNNG.

Ficha de exhumacién de nidos

Fecha: Hora:
Nido No. No. Huevos No. neonatos
Total huevos sembrados: Continuar linea divisoria

1.Profundidad
2.Cascarones vacios

3. Huevos sin embrién

4. Huevos con embrién
5.Huevos perforados
6.Huevos infértiles
7.Huevos descompuestos
8.Neonatos vivos
9.Neonatos muertos
10.Neonatos deformes

Registro morfométrico de neonatos

Fecha:
Hora:
Muestras de tejido: Sanguineo ] Muscular [
Nido # Huevos
1.Distancia linea # | Diametro (mm) Peso (g)
marea
2.Distancia linea 1
vegetacion
3.Diametro nido 2
4.Profundidad 3
nido (Z)
Observaciones:

5.2 FASE DE LABORATORIO

Para realizar la caracterizacion genética de la especie en estudio, fueron
empleadas un total de 29 muestras de tejido, discriminadas de la siguiente
manera: 1) cinco muestras de tejido sanguineo y 2) 24 muestras de tejido
muscular. Actualmente las muestras de tejido y ADN de golfina se encuentran

preservadas en nitrogeno liquido en la Coleccion de Tejidos del IAVH.
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Para la extraccion de ADN, la amplificacion de PCR y la secuenciacion de la
region control (D-loop) del ADNmt, inicialmente fue aislado el ADN gendmico
empleando el protocolo de Fitzsimmons et al. (1996) (Tabla 5) y el Kit Qiagen para
obtener ADN de tejido sanguineo y muscular, respectivamente. Después de la
extraccion, se realizé la amplificacion de la region control (D-loop) mediante un
proceso ciclico llamado Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) el cual
permitié fabricar miles de copias de fragmentos de ADN en cortos periodos de
tiempo (Mullis et al. 1987), basandose en el apareamiento y la polimerizacion
enzimatica de un par de oligonuclettidos empleados como cebadores encargados
de delimitar la secuencia de ADN de doble cadena (Ferreira et al. 1998), el
protocolo a seguir (Tabla 6) empled los cebadores LTCM2-HDCM2 (Lahanas et al.
1994) y FDLo1-RDLo1 disenados durante la fase de laboratorio, empleando el
programa Primer 3 (Rozen et al. 2000). Los productos de PCR fueron purificados
con Polietilenglicol (PEG 8000 y NaCl) al 20%, con lo cual se retiraron restos de
nucleodtidos, cebadores, dNTPs y enzima empleadas durante la amplificacion,
evitando la interferencia de éstos durante la secuenciacidén. La secuenciacion de
estos productos fue realizada en un Multi — Color Capillary Electrophoresis (ABI
310 - 3100) en ambas direcciones usando los cebadores LTCM2 - HDCM2
(Lahanas et al. 1994) amplificando 526 nucledtidos (n=8) y FDLo1 - RDLo1

amplificando 291 pares de bases (n=21).

Lindamar Camacho Mosquera 35




Caracterizacion genética de la tortuga marina golfina (Lepidochelys olivacea),

Pargue Nacional Natural Gorgona.

Tabla 5. Protocolo de extraccion de ADN (Fitzsimmons et al. 1996) y evaluacién de la
calidad del ADN de tejido animal.

N° Procedimiento

1 | Pesar 0.025 g o medir 100 pyL segun el tipo de tejido respectivamente, y llevar a un tubo
eppendorf de 1.5 mL, adicionar 300 pL de buffer de lisis (EDTA 1 mM, Tris-HCI 10 mM, NacCl
10 mM, 1% SDS del total de ml a preparar, debe adicionarse al final).

2 | Dejar en hielo por 30 minutos las muestras con el buffer.

3 | Agregar 10 uL de proteinasa K (10mg/mL) e incubar durante toda la noche (55-60° C).

4 | Adicionar 150 uL de acetato de amonio (NH4) 7.5M y mezclar invirtiendo los tubos.

5 | Congelar a — 80° C por 20 minutos y centrifugar a 13.000 rpm por 10-20 minutos (se formara
un precipitado de proteinas en el fondo del tubo).

6 | Retirar el sobrenadante en un nuevo tubo de centrifuga (en ocasiones es dificil retirarlo por
emplear demasiada sangre).

7 | Adicionar 2 ml de etanol al 100% frio por volumen de sobrenadante (se sugiere 1 mL). Invertir
el tubo para ayudar a precipitar el ADN.

8 | Congelar a -80° C por 20 minutos, centrifugar por 20 minutos a 13.000 rpm y remover
cuidadosamente el etanol dejando el pellet de ADN en el tubo.

9 | Adicionar 600 uL de etanol al 70% y homogenizar la muestra (invirtiendo el tubo varias veces,
limpiando asi el pellet de ADN).

10 | Centrifugar a 13.000 r.p.m. por 10 minutos y remover el etanol dejando el pellet de ADN en el
tubo. Para eliminar las ultimas cantidades de etanol, centrifugar por 5 minutos a 13.000 r.p.m.
usando una pipeta limpia para remover el etanol.

11 | Dejar secar la muestra a temperatura ambiente hasta que el etanol se evapore,

posteriormente adicionar de 50-100 uL de TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, proporcién 1:10)
para resuspender el ADN.

Evaluacion del ADN

Mezclar 2 pL de producto con 2 pL de solucion tampoén de carga (glicerol 30% y azul de bromofenol
0.05% p/v), colocar la mezcla en un gel de agarosa al 0.8%, TBE 10X y 500 ug/uL de bromuro de
etidio. Correr el gel en cdmara de electroforesis con TBE 0.5X a 100V, hasta que la linea azul de
bromofenol del tampén de carga migre aproximadamente 2 cm. Luego colocar el gel bajo
fluorescencia de luz ultravioleta y verificar la calidad del ADN mediante la presencia de una banda
Unica y sin barrido entre el rango de peso de la regién en estudio.
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Tabla 6. Protocolo de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Pasos Procedimiento

Las concentraciones a utilizar de cada reactivo para una reaccioén de 25ul
son: 10X de solucion tampoén 10X (200mM Tris-HCI, pH 8.4 y 500mM KCl),
25mM de MgCl,, 5mM de dNPT’s, 10uM de cada CEBADOR LTCM2,
1. Céctel de PCR HDCM2 (Lahanas et al. 1994) y FDLo1 y RDLo1, 50 ng/uL de ADN y de 3-
4 U/uL de Taq polimerasa.

Desnaturalizacion inicial de 2min a 94°C, seguido por 35 ciclos de: 94°C
por 20seg, 53°C por 30seg, 72°C por 30 seg y 72°C por 2min de extension
2. Perfilde PCR | final (Saiki et al. 1998),empleando un MJ Research PTC - 100™
Programmable Termal Controller.

Mezclar 2 uL de producto con 2 uL de solucién tampoén de carga (glicerol
30% y azul de bromofenol 0.05% w/v), colocar la mezcla en un gel de
3. Evaluacion agarosa al 1%, TBE 10X y 500 ug/uL de bromuro de etidio. Correr el gel en
del camara de electroforesis con TBE 0.5X a 100V, hasta que la linea azul de
Producto de PCR bromofenol del tampén de carga migre aproximadamente 2 cm. Luego
colocar el gel bajo fluorescencia de luz ultravioleta y verificar la
amplificacion de la region mediante la presencia de una banda uUnica y
entre el rango de pares de bases que tiene dicha region.

4 Secuenciacion del | Los productos de PCR fueron secuenciados en un Multi - Color Capillary
ADN Electrophoresis (ABI 310 - 3100).

5.3 ANALISIS DE RESULTADOS

Las secuencias fueron editadas y ensambladas en el programa SEQUENCHER
version 4.1 y posteriormente fueron alineadas en CLUSTAL W version 1.74
(Thompson et al. 1997). Cada cambio de nucleo6tido encontrado en las secuencias

de los individuos fue considerado como un haplotipo diferente.

Para hallar la diversidad haplotipica (h) y nucleotidica (1r) se empleé ARLEQUIN
version 2.0 (Schneider et al. 2000). También se evalud el modelo evolutivo al cual
se acomodaban las secuencias mediante MODELTEST versién 3.7 para
Macintosh (Posada y Crandall 1998). Para describir los haplotipos encontrados en
Gorgona se compararon las secuencias obtenidas versus 14 reportadas en la
base de datos del GenBank (National Center for Biotechnology Information, USA:
NCBI Home page http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para el mismo locus en diferentes

zonas geograficas del Pacifico, Atlantico e Indico, debido al bajo numero de
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Caracterizacion genética de la tortuga marina golfina (Lepidochelys olivacea),

individuos obtenidos de la poblaciéon de esta tortuga en Gorgona, y por ende, de
haplotipos (Tabla 7). Cabe resaltar que inicialmente se realizaron diferentes
ensayos con aproximadamente 25 secuencias registradas en la base de datos, de
las cuales se decidié trabajar solo con 14 de ellas, debido a que la mayoria

contenian la misma informacién pero con nombre diferente.

Para verificar las relaciones entre los haplotipos de Gorgona con los del resto del
mundo para la tortuga golfina, se incluyeron también 10 secuencias pertenecientes
a la clase Reptilia (9 de otras especies de tortugas marinas y una de cascabel -
Crotalus mitchelli), como parte del grupo externo para garantizar un mejor
agrupamiento entre los haplotipos, empleando dos métodos de analisis: 1)
Neighbor-Joining (NJ) de PHYLIP version 3.6 (Felsenstein 1985) basado en una
matriz de distancia (Saitou y Nei 1987) soportada en 100 réplicas con una tasa de
transicion / transversion de 2.0, un gamma de 0.5, y empleando la regla de la
mayoria extendida (MRe) para el analisis de multiples datos aleatorios para
registrar los posibles cambios ocurridos entre ellos; y 2) Maxima Parsimonia (MP)
con MEGA versién 3.1 (Kumar et al. 2004) empleando 10 réplicas que relaciona
caracteres para encontrar el arbol con el menor numero de cambios que explique
los datos obtenidos. En ambos casos el soporte estadistico de los nodos fue con
un bootstrap de 500 réplicas y las topologias finales fueron visualizadas utilizando
el software TreeView 1.6.6 (Page 1996). El numero de acceso, origen y haplotipo
a nivel mundial de estas secuencias se presentan en la Tabla 7, ademas del
cbdigo para identificar las Unidades Taxonomicas Operativas — OTUs (unidad de

clasificacion, sin importar entidad bioldgica) en cada uno de los arboles concenso.
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Tabla 7. Descripcion de las secuencias empleadas del GenBank. La columna No. 1
(CODIGO/HAPLOTIPO) describe el cédigo de identificacién en los arboles de Neighbor-
Joining y Maxima Parsimonia, asi como el nhombre del haplotipo designado segun la base
de datos utilizada. Los haplotipos presentes en la colonia del PNNG han sido sefalados

con un tridngulo.

CcODIGO / ESPECIE UBICACION ACCESION | AUTOR
HAPLOTIPO GEOGRAFICA GENBANK
M Sur Baja California | AY920520 Lopez-
Castro et
N Sur Baja California | AY920521 al. 2005.
K Sur Baja California | AY920519
Dutton et
NCR Nancite Costa U40661 al. 1996
Rica
Palmeras
K(PGC) A Gorgona
Colombia
Lopez-
0 Lepidochelys | sur Baja California | AY920523 | Castro et
olivacea al. 2005.
E(SBC) Sur Baja California | AY920522
Palmeras
E(PGC) A Gorgona
Colombia
J Este India: AF513541
Gahirmatha
New 4 Este India: AF513545
Gahirmatha
Shanker
New 5 Este India: AF513546 etal
Gahirmatha 2004
Este India: Madras
New 1 - Gahirmatha AF513542
New 2 Este India: Madras | AF513547
New 3 Este India: AF513543
Rushikulya
K* Sri. Lanka (India) AF051775 | Bowen et
al. 1997
F Atlantico AF051773
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GRUPO EXTERNO

UBICACION
GEOGRAFICA

ACCESION
GENBANK

AUTOR

Lepidochelys kempii

Estados Unidos,
Atlantico y Golfo
de México

AF051777

AF374401

AF374403

u40657

Bowen et
al. 1997
Barber et
al. (en
prensa)
Barber et
al. (en
prensa)

Dutton et
al. (en
prensa)

Chelonia mydas

Atlantico y
Mediterraneo

Z50139

Encalada
et al.
1996

Natator depressus

Atlantico y
Pacifico

U40662

Dutton et
al. 1996

Caretta caretta

Mediterraneo

AY742913

Carreras
et al.
2006

Eretmochelys imbricata

Israel (Mar Rojo)

AJ421797

Daya,A.y
M. ILan
(en
prensa)

Dermochelys coriacea

Guyana francesa

U40663

Dutton et
al. 1996

Crotalus mitchelli

?

AY016051

Ashton,
K.G.yde
Queiroz,
A. 2001.
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6. RESULTADOS

6.1 ABUNDANCIA RELATIVA DE NIDOS Y HUEVOS DE LA COLONIA
REPRODUCTIVA

En las salidas de campo de 2005 en las cuales se tomaron parte de las muestras
para este estudio, se reportaron 19 nidos en playa Palmeras, de los cuales 16
fueron reubicados durante las tres primeras horas después de la ovoposicion
evitando causar dafo en el desarrollo normal del embridén, ya que se encontraban
mas propensos a ser inundados o arrastrados durante la marea alta. En 18 nidos
se encontraron 1753 huevos (no se obtuvieron huevos del nido 19), y de siete
exhumaciones realizadas se contabilizaron 678 huevos. Al finalizar la temporada
un total de 2431 huevos se contabilizaron en 25 nidos (18 nidos mas las siete

exhumaciones).

6.2 EXTRACCION DE ADN Y AMPLIFICACION DE PCR

El ADN obtenido a partir de tejido muscular y sanguineo fue de buena calidad
(Figura 10). De las 29 muestras amplificadas ocho se obtuvieron empleando
cebadores especificos para tortugas: LTCM2 y HDCM2 (Lahanas et al. 1994)
entre un rango de 500 a 600 pares de bases. Las 21 restantes fueron amplificadas
a partir de nuevos cebadores, FDLo1 y RDLo1, entre 300 a 400 pares de bases,
disefiados a partir de las secuencias anteriores (Figura 11), los cuales permitieron
mejorar significativamente la calidad del amplificado, lo cual no se logré con los

cebadores iniciales.
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Figura 10. Visualizacion de extraccion de ADN de tortuga golfina con Kit Qiagen.

Figura 11. Amplificacion de la region control (D-loop) entre una longitud de 300 — 400
pares de bases, empleando cebadores FDLo1 y RDLo1.

6.3 SECUENCIACION DE LA REGION CONTROL (D-loop) DEL ADNmt

Las secuencias de nucleétidos obtenidas presentaron picos definidos, y después
de ser editadas y alineadas tuvieron una longitud aproximada de 526 pares de
bases con los cebadores LTCM2 y HDCM2, y de 291 pares de bases con FDLo1 y
RDLo1 (Figura 12).
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Figura 12. Ejemplo de un cromatograma de una muestra de tortuga golfina empleando el
cebador FDLo1.

6.4 DIVERSIDAD GENETICA BASADA EN UN SEGMENTO DE LA REGION
CONTROL (D-loop) DE LA MITOCONDRIA

De las 29 muestras secuenciadas en el presente estudio, se identificaron dos
haplotipos en la poblacion del PNNG (Tabla 8) en 291 nucleétidos analizados de la
region control, longitud en la cual todas las secuencias se alinearon. Estos
haplotipos son similares a los previamente reportados para el Sur de Baja
California (SBC) - México por Lopez-Castro et al. (2005). El haplotipo K fue el mas
abundante presentandose en 28 individuos con una frecuencia haplotipica de
0.966; y el haplotipo E se encontré en un solo individuo, el cual difiere del anterior
por presentar un sitio polimorfico en la posicion 193 de C a T (transversion) con
una frecuencia de 0.0345. Los dos haplotipos corresponden a los niumeros de
acceso del Genbank: AY920519 y AY920522, respectivamente. Asimismo, la
diversidad nucleotidica fue de 0.000237 + 0.0000552 y la composicion de
nucledtidos en la poblacion de Gorgona fue de: C = 15.11%, T = 35.06%, A =
38.49% y G = 11.34% para un total del 100%.
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El porcentaje de homologias, es decir, los sitios que no presentaron cambios
sobre el total de nucleétidos comparados correspondié al 99%, y el porcentaje de
sitios polimorficos, entendiéndose como el numero de sitios informativos en las

secuencias sobre el total de nucleétidos comparados, fue de 0.34%.

Por otra parte, con el fin de verificar si no se estaba perdiendo informacién
(presencia de otros sitios polimorficos) en el fragmento que no entréo en el
alineamiento de 291 nucleétidos analizados, se realizé un segundo alineamiento
(con secuencias de 526 pb) encontrando un segundo sitio polimérfico en la
posicion 457 (transicion: A a G) que corrobora la descripcion del haplotipo E
(Tabla 9). Al comparar las posiciones de los sitios polimorficos entre los
alineamientos realizados se presenta un cambio de posicidén del sitio identificado
de C a T (transversion) (original: posiciéon 193; adicional: posicion 277), debido
posiblemente al numero de nucleétidos (291 pb y 526 pb) y de secuencias

alineadas (21 y 8), respectivamente.
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Tabla 8. Secuencias de haplotipos encontrados en la colonia reproductiva de playa
Palmeras — PNNG, al alinear 291 pares de bases de la region control del ADNmt. Las
homologias son sefaladas con un asterisco y el sitio polimérfico de color rojo.

10 20 30 40 50 60
CAGAACAATAGCCATACTATCTATCTATGTATTATTGTACATCTACTTATTTACCGTTAG
CAGAACAATAGCCATACTATCTATCTATGTATTATTGTACATCTACTTATTTACCGTTAG

*hkkkkkkkkkkkkkkhkkhkkkhkkkhkhkkhkkhkhkkhkkhkkhhkhhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhhkhkkhkkhkhkhkkhkhkhkhkhhkhkkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkkhkkhhkhkhhhkhhkhkhkkhkkhkkhhhkhhhkhkkhkhkhkhkhkhhkhhkkhkkkhkhhkhhkkx

Im=x

70 80 90 100 110 120
CATATGATCAGTAATATTGTCGATTAATTTGGCTTTAAACATAAAAATTCATTAATTTTA
CATATGATCAGTAATATTGTCGATTAATTTGGCTTTAAACATAAAAATTCATTAATTTTA

ImI=

130 140 150 160 170 180
KCATAAACTGTTTTTACCAAATGAATATTATAAAGATGATAATAGTGAAATGATATAGGAC
ECATAAACTGTTTTTACCAAATGAATATTATAAAGATGATAATAGTGAAATGATATAGGAC

kkhkkkkkkkkkkhkkkhkkhkkkkkkhkkkhkkhkkhkkkkkhkhkkkhkhkkhkhkkkhkhkhkhkkkhkkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkkhhkhkkhkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkkkhkhkhhkhkhkhkkhkhkkhkkkhkhkhkhkhhkhkkhkkkkhkhkhkkhkkhkkkkk

190 200 210 220 230 240
K ATAAAATTAAACCATTATTCTCGACCATGAATATCGTCACAGTAATTGGTTATTTCTTAG
E ATAAAATTAAAC [IATTATTCTCGACCATGAATATCGTCACAGTAATTGGTTATTTCTTAG

250 260 270 280 290
TTCAACTCATCACGAGAAATAAGCAATCCTTGTTAACAAGATACAACATTA
TTCAACTCATCACGAGAAATAAGCAATCCTTGTTAACAAGATACAACATTA

*hkkkkkkkkkkkkhkhkhkkhkkhkhkkhkkhhkhkhkhhhhhhkhkhkhkhhhhkhkhkhkhhkhhhhhhhkhhhhhhhhhhkkhhhhhhhhhkhhhhhhhhhhkhhhhhhhkkkx

ImIx
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Tabla 9. Secuencias de haplotipos encontrados en la colonia reproductiva de playa
Palmeras — PNNG, al alinear aproximadamente 527 pares de bases de la region control
del ADNmt en el cual se registran los dos sitios polimoérficos del haplotipo E. Las
homologias son sefaladas con un asterisco y los sitios polimérficos de color rojo.

imIxX

Imx ImIx imIx

ImIx

K
E
K
E

K
E

Lindamar Camacho Mosquera

10 20 30 40 50 60
AAAACCGGAATCCTATAATTAAACTACCCTTTGGCGCAAAAAGCGCCAACGTATAAACTT
———————————— GGAATCCTATAATTAAACTACCCTTTGGCGCAAAAAGCGCCAACGTATAAACTT

70 80 90 100 110 120
ACCTTAATTCTCTGCCGTGCACAACAGAACAATAGCCATACTATCTATCTATGTATTATT
ACCTTAATTCTCTGCCGTGCACAACAGAACAATAGCCATACTATCTATCTATGTATTATT

*kkhkhkkkkhkhkkkk *% *%

130 140 150 160 170 180
GTACATCTACTTATTTACCGTTAGCATATGATCAGTAATATTGTCGATTAATTTGGCTTT
GTACATCTACTTATTTACCGTTAGCATATGATCAGTAATATTGTCGATTAATTTGGCTTT

*hkkkkkkkkkkkkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhhkhkhhkhhkhhkhkhhkhhkhhkhhhkhkkhhkkhhkkkkhkkhkkhkhkkkhkkhkkkkhkkkkkkhkkkkkhkkkhkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkk

190 200 210 220 230 240
AAACATAAAAATTCATTAATTTTACATAAACTGTTTTTACCAAATGAATATTATAAAGAT
AAACATAAAAATTCATTAATTTTACATAAACTGTTTTTACCAAATGAATATTATAAAGAT

250 260 270 280 290 300
GATAATAGTGAAATGATATAGGACATAAAATTAAACCATTATTCTCGACCATGAATATCG
GATAATAGTGAAATGATATAGGACATAAAATTAAACIIATTATTCTCGACCATGAATATCG

*hkkkkkkkkhkhkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhhhkhkhkhkhhkhhkhkhhhhhhhhhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkkkkkk *khkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkk

310 320 330 340 350 360
TCACAGTAATTGGTTATTTCTTAGTTCAACTCATCACGAGAAATAAGCAATCCTTGTTAA
TCACAGTAATTGGTTATTTCTTAGTTCAACTCATCAC GAGAAATAAGCAATCCTTGTTAA

370 380 390 400 410 420
CAAGATACAACATTACCAGTTTCAGGCCCATTAAACTACGACGTACATAACTGATCTATT
CAAGATACAACATTACCAGTTTCAGGCCCATTAAACTACGACGTACATAACTGATCTATT

*% *%

430 440 450 460 470 480
CTGGCCTCTGGTTGTTTTTTCAGGCACATTAAGGTAATGAAGTTCATTCGTTCCTCTTTA
CTGGCCTCTG GTTGTTTTTTCAGGCACATTAAGGTA.TGAAGTTCATTCGTTCCTCTTTA

490 500 510 520
AAAGGCCTTTGGTTGCACGATAAATGAGTTCTATACATTGAATTTA
AAAGGCCTTTGGTTGCACGATAAATGAGTTCTATACATTGAATTTA

B R R R R R R R R 2t S L 2
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6.5 ANALISIS DE UN SEGMENTO DE LA REGION CONTROL (D-loop) A
PARTIR DE INFERENCIA FILOGENETICA

Al alinear las 26 secuencias empleadas (correspondientes a las especies
emparentadas: golfina y lora; y al outgroup conformado por: tortuga cabezona,
carey, laud, verde, espalda plana y la serpiente cascabel) se encontraron 80 sitios
conservados sobre un total de 299 nucleétidos analizados, equivalente al 26% de
homologias presentadas, y 215 sitios variables sobre la misma cantidad de
nucledtidos, indicando un 71% de sitios polimérficos. Al analizar los arboles
consenso obtenidos a partir de los métodos de Neighbor-Joining (NJ) con una
distancia de 10 (substituciones/cambio/afio), y Maxima Parsimonia (MP) bajo el
modelo evolutivo HKY+G, el cual considera diferencias en las frecuencias de
transversiones y transiciones, y variacion de las frecuencias en las bases
(Hasegawa et al. 1985), se presentaron cuatro clades claramente diferenciados de

acuerdo a la especie y distribucion geografica (Figura 13 y 14).
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Figura 13. Arbol consenso obtenido bajo el método de distancia - Neighbor Joining.
Sobre cada rama se muestra el valor del soporte bootstrap, y en la mayoria de los casos
se incluyeron los soportes mayores al 50%.
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Figura 14. Arbol consenso obtenido bajo el método de Maxima Parsimonia. Sobre cada
rama se muestra el valor del soporte bootstrap, y en la mayoria de los casos se incluyeron
los soportes mayores al 50%.
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6.5.1 Clade 1

Los haplotipos identificados en el PNNG se asocian con los haplotipos del Pacifico
oriental (SBC y Costa Rica, especialmente), este grupo esta soportado por un
valor de bootstrap del 83% en el arbol de MP y 61% en el arbol de NJ. Se observa
una estrecha relacion entre E(SBC) (Lopez-Castro et al. 2005) y E(PGC),
soportada con bootstrap del 64% en MP y 52% en NJ, al compartir los mismos
cambios en la secuencia de los haplotipos. También se observa la agrupacion de
los haplotipos J y F, a pesar de que geograficamente corresponden al este de la

India y al Atlantico, respectivamente.

6.5.2 Clade 2

Este grupo se encuentra soportado por un valor de bootstrap del 82% en MP vy
47% en NJ. Estd compuesto por 14 haplotipos de golfina representados por la
region del Pacifico oriental (n=6), Atlantico (n=1), y este de la India (n=7)
incluyendo cuatro localidades diferentes (Gahirmatha, Madras, Rushikulya y Sri.
Lanka), observandose un posible agrupamiento de los haplotipos en dos regiones
geograficas: Pacifico oriental y este de la India, a excepcion de los haplotipos F y J
(con bootstrap en MP=73% y NJ=61%), los cuales se agrupan al presentar
similaridad en sus secuencias y compartir un cambio de nucledtido de A a G

(Transicién) en la posicion 199.

Para explicar este agrupamiento por regiones geograficas, fue observado el
alineamiento de las secuencias y se encontré que: 1). Los siete haplotipos de la
India comparten el mismo nucleétido en nueve posiciones diferentes (70, 112, 137,
144, 160, 169, 210, 225, 275) del alineamiento, 2). Los haplotipos del Pacifico
oriental tienen igual nucleétido en las mismas posiciones anteriores, y 3). Los
haplotipos J y F comparten con los haplotipos de la India los mismos nucleétidos
en las posiciones 137 y 210, asi como en las posiciones restantes (70, 112, 144,

160, 169, 225, 275) con los haplotipos del Pacifico oriental. Por lo tanto se observa
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en los arboles consenso una mayor cercania de J y F con los haplotipos del

Pacifico oriental (Tabla 10).

Tabla 10. Sitios polimorficos caracteristicos de los haplotipos en cada una de las
regiones geograficas (Pacifico oriental, India y Atlantico).

POSICION Pacifico | Este J(EIG)Lo
NUCLEOTIDO | oriental | India | y F(A)Lo
70 T C T
112 C T C
137 T A A*
144 T C T
160 G A G
169 G C G
210 G A A*
225 C T C
275 T C T

6.5.3 Clade 3
Grupo conformado por la estrecha relacion presentada entre las especies
hermanas: tortuga lora y golfina, el cual esta soportado por un valor del 86% en

MP y 43% en NJ, pese a presentarse en éste ultimo un valor menor del 50%.

6.5.4 Clade 4
En esta rama se observa una relacion definida entre el out-group (o grupo externo)
y los haplotipos estudiados con el fin de soportar basalmente la inferencia

filogenética de los haplotipos.
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7. DISCUSION

7.1 NOMENCLATURA HAPLOTIPICA

Al comparar los haplotipos encontrados en el PNNG con los reportados en el
Genbank, presentan similaridad con dos de los cinco haplotipos caracteristicos del
SBC (Numero acceso Genbank: AY920519 y AY920522), correspondiendo a los
haplotipos K y E, respectivamente. Sin embargo, hay una diferencia notable en el
nombre de los haplotipos, tanto en la base de datos (K, M, N, E y O), como en lo
confirmado por Lépez-Castro et al. (2005) (L, N, O, U y V), ya previamente
reportados por Bowen et al. (1998), quiénes designan también cinco haplotipos (L,
M, N, O y P) para el este del Pacifico de los cuales solo tres corresponden a los
mismos del SBC (M, N y O). Debido a lo anterior y para evitar confusiones, en el
presente estudio se nombraron los haplotipos de acuerdo a lo reportado en el
GenBank, ya que es posible conocer las secuencias y compararlas con las

obtenidas.

Vale la pena resaltar que en la base de datos del GenBank existen haplotipos con
igual nomenclatura para diferentes secuencias, por ejemplo se presenta el
haplotipo K en la region de India (AF513540, AF513539, AF051775 y AF314651) y
en el SBC (AY920519). Esto mismo pasa con el haplotipo E, el cual se reporta
para el SBC (AY920522) y es referenciado por Bowen et al. (1998) para la regién
del Atlantico y no para el Pacifico oriental.
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7.2 DIVERSIDAD GENETICA EN LA COLONIA DEL PNNG

A nivel general, se han realizado varios estudios en divergencia genética en
muchas taxa, incluyendo las tortugas marinas, y pese a las técnicas empleadas y
comparando pequefios segmentos de informacion (~300 pb por individuo, o0 ~2%
del ADNmt), similares a los de este estudio, se presenta siempre una baja
divergencia en las tortugas en comparacion con los otros vertebrados, soportadas
ademas, por evidencias geoldgicas o patrones filogeograficos de las diferentes
taxa (Avise et al. 1992). En dichos estudios se han encontrado varios eventos de
mutacion al emplear esos segmentos cortos de la region control, donde el numero
de haplotipos revelado por esas secuencias fueron similares a las obtenidas para
la regidbn D-loop completa usando datos de Restriction Fragment Length
Polymorphism -RFLP- (Bernatchez y Danzmann 1993), por lo tanto la longitud de
secuencia empleada en esta investigacion, pese a ser pequefa, brinda también

cambios importantes para el proposito para el cual fue amplificada.

Las secuencias de la region control de golfina en el PNNG indican niveles altos de
Ay T (>30%) y bajos de Gy C (11.34% y 15.11%, respectivamente), similares a
los encontrados en C. mydas -verde- (Lahanas et al. 1994), confirmando la
composicion caracteristica de las secuencias D-loop en vertebrados planteada por

Saccone et al. (1987), las cuales son tipicamente deficientes en Gy C.

Esta baja diversidad intraespecifica exhibida en el grupo de los Testudines (Bowen
et al. 1995; Avise et al. 1992) explica en parte los valores de variabilidad genética
(expresada en diversidad haplotipica: h=0.069 vy diversidad nucleotidica:
1=0.023%) obtenidos en la colonia de tortuga golfina del PNNG. Estos valores son
similares a los encontrados por Lopez-Castro et al. (2005) en las colonias
peninsulares del SBC (h=0.16 y m1=0.06%), para lo cual ellos postulan que su baja
diversidad es posible que se deba a diferencias marcadas entre las colonias

peninsulares y continentales con respecto a morfologia, etologia y tipo de
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anidacion. Siendo caracteristico en la peninsula la anidacion solitaria similar a la
presentada en el PNNG, la cual puede reducir el tamano efectivo de la poblacién
por el numero bajo de hembras anidantes. Asi mismo, los resultados son mucho
mas bajos al compararlos con otras poblaciones continentales del Pacifico oriental
donde se registraron valores de h=0.60 y 1m=0.26%, y en el este de la India de
h=0.72 y m=2.07% para Sri Lanka (Lépez-Castro et al. 2005), y de h=0.27 y
1=0.3% para Orissa (Shanker et al. 2004).

También se han encontrado similitudes de estos valores de diversidad en otras
especies de tortugas marinas al compararlos con los del PNNG (colonias=1; n=29;
h =0.069; 1m=0.023%) como por ejemplo los encontrados en tortuga carey en el
mar Caribe y oeste del Atlantico (colonias=7; n=103; rangos de h=0.124-0.782 y
1=0.03-2.51%) (Bass et al. 1996), los cuales a su vez, son mas bajos a los valores
obtenidos en otras especies, tales como: tortuga laud en colonias del Atlantico,
Indo-Pacifico y Este del Pacifico (colonias= 10; n=175; h=0.667) (Dutton et al.
1999); tortuga cabezona en Pacifico, Atlantico, Indico y mar Mediterraneo
(colonias=8; n=176; h=0.732 y m=0.2%) (Bowen et al. 1994), y tortuga verde en
colonias anidantes de Costa Rica, Surinam, Florida e Isla Aves (colonias=4; n=44;
h=0.2000, 0.2572, 0.6182 y 0.2500; 1=0.04%, 0.06%, 0.11% y 0.06%,

respectivamente) (Lahanas et al. 1994).

Otras posibles explicaciones a estos bajos valores de diversidad encontrados en la
colonia de playa Palmeras (PNNG) son: 1) la predominancia del haplotipo Kk,
presentandose en 99.6% de los individuos; 2) la longevidad de la mayoria de las
tortugas y su baja tasa metabdlica (Avise et al. 1992); 3) la presencia de dos
haplotipos caracteristicos sugiriendo una colonia relativamente joven, ya que
segun Lopez-Castro et al. (2005) la diversidad alta en colonias continentales
puede significar colonias viejas, lo cual es consistente con la baja diversidad
haplotipica encontrada; y 4) un efecto de cuello de botella reciente en esta

poblacién natural (Lahanas et al. 1994), aproximadamente de 25 afos, debido a
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una captura indiscriminada reportada a finales de los afios 70 y principios de los
80, donde diariamente eran colectadas entre 50 y 60 tortugas que frecuentaban

aguas cercanas a Gorgona (Aguifio com. per. 2006).

Vale la pena resaltar un evento raro (representado por un neonato con el haplotipo
E) encontrado para la temporada reproductiva de 2004, explicado tal vez por la
visita frecuente de hembras a las areas de alimentacion en la isla (dada por la
oferta de arrecifes coralinos) (Ceballos et al. 2003), la desorientacién y las
condiciones favorables de la playa para la anidacion (Pavia et al. 2006). De
acuerdo a lo anterior, posiblemente la colonia que anida en el PNNG cumpliria con
la teoria del natal homing la cual propone que las tortugas retornan a anidar cerca
0 a los mismos sitios donde ellas emergieron como cria, y aunque hay pocas
evidencias que soportan ésta hipotesis, algunos estudios genéticos han
confirmado que esto ocurre en ciertas poblaciones de tortugas marinas (Lutz y
Musick 1996).

7.3 COMENTARIOS ACERCA DE LA BIOGEOGRAFIA DEL GENERO
Lepidochelys

Segun Bowen et al. (1998) el haplotipo mas divergente de golfina es observado en
el oeste del Indo-Pacifico, considerando esa regién como el origen mas reciente
de la radiacién de los linajes de ésta especie. En el Clade 2 se presenta
claramente una separacion de los haplotipos de la India con respecto a los del
Pacifico oriental, y de acuerdo con ese autor, se corrobora que las poblaciones de

golfina presentes en cada region son diferentes haplotipicamente.
En el Clade 3 de los arboles consenso presentados, se observa la agrupacién de

las dos especies pertenecientes al género Lepidochelys, y ademas se corrobora

segun lo descrito por Bowen et al. (1998), que la tortuga lora del Atlantico y golfina
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del Pacifico son especies diferentes. El presente trabajo aporta a la diversidad
haplotipica de esta region (Clade 1) y complementa en parte los argumentos del
modelo biogeografico del género Lepidochelys, el cual postula: 1) una separacion
vicariante entre las dos especies de Lepidochelys al emerger el Istmo de Panama,
y 2) un reciente evento de dispersion de tortuga golfina desde el Indico hacia el
Atlantico (via cabo de Buena Esperanza), quedando la tortuga lora restringida en
su distribucion al Golfo de México (Pritchard 1969 y Hughes 1972). Se aclara que
los resultados son derivados de la informacién disponible en la base de datos del
GenBank para otras playas de anidacion de golfina en el mundo, confirmando lo
expresado por Abreu-Grobois et al. (1996, En: Bowen et al. 1998) en que aun
existen grandes colonias del Pacifico oriental que no se han caracterizado en su
totalidad.

7.4 IMPLICACIONES PARA LA CONSERVACION

La golfina es considerada una de las especies de tortugas marinas mas
numerosas en el mundo (Lutz et al. 1996), la cual es mas susceptible a la
explotacion humana debido a los cientos de huevos dejados en las playas de
anidacion ya que se cree que su elevada capacidad reproductiva le permite
soportar altas tasas de mortalidad (Bowen y Avise 1995; Frazier 1999). Por esto,
la condicion de Parque Natural y gracias al monitoreo que CIMAD realiza durante
la época reproductiva de tortugas desde el 2003, actualmente esta colonia no

presenta problemas de orden antropico.

Sin embargo, los analisis genéticos demostraron valores bajos de diversidad,
razon por la cual es importante su conservacion a largo plazo. Por lo tanto, es
necesario aumentar la poblacién reproductiva y su variabilidad en tiempo vy
espacio, implementando acciones en pro de las tortugas en los planes de manejo

de ésta area protegida, lo cual segun Su et al. (2003) también podria favorecer la
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introduccion de nuevo material al acervo genético por inmigracion. Por otra parte,
al presentarse similaridad entre algunos de los haplotipos del SBC con los
encontrados en el PNNG, se puede pensar en la presencia de un flujo genético, es
decir, la transferencia de genes de una poblacion a otra facilitada por la migracion.
Estas dos colonias podrian ser consideradas dentro de una misma unidad de
manejo segun lo descrito por Lopez-Castro et al. (2005) para el SBC, si se
consideran los dos haplotipos que comparten. Se abre asi la posibilidad de
eventos de re-colonizacion entre estas poblaciones en caso de que alguna de
ellas sea extirpada. De este modo, se mantendria el potencial reproductivo de las
hembras. Sin embargo, la falta de informaciéon genética de algunas colonias del
sur y del centro del Pacifico oriental, imposibilita actualmente tener certeza sobre

este tipo de acciones.

La conservacion a largo plazo de ésta especie implica: biolégicamente, considerar
su longevidad y madurez tardia; fisicamente, la preservacion de los diferentes
ambientes en los cuales se desarrolla; y politicamente, un acuerdo de cooperacion
internacional debido a las grandes migraciones que realiza y que involucran
jurisdicciones de otros paises. Asi como también, la aplicacion de la legislacion
nacional con el fin de disminuir la sobreexplotacién, y declinacion de la poblacion

actual.
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8. CONCLUSIONES

En el proceso de extraccion se logré estandarizar una buena cantidad de
ADN a partir de 20uL de sangre, a diferencia de lo sugerido en el protocolo
de Fitzsimmons et al. (1996), el cual indica el empleo de 100uL. Resultando

mas efectivo el trabajar con kits comerciales, pese a sus altos costos.

Los cebadores FDLo1 y RDLo1 disefiados a partir de LTCM2 y HDCM2
(Lahanas et al. 1994), resultaron mas efectivos para la amplificacion de

aproximadamente 300 pb de la regién control del ADNmt de tortuga golfina.

Es necesario homologar la nomenclatura de los haplotipos presentes tanto
en el GenBank como en los articulos cientificos publicados (p. e. Lopez-
Castro et al. (2005) y Bowen et al. (1998)).

Los valores bajos de diversidad genética encontrados en la colonia de
Gorgona pueden ser explicados por:
» la condicién insular de la poblacion,
» el tipo de anidacién solitaria semejante a las poblaciones
peninsulares del SBC,
» presentar un haplotipo predominante (K) en la mayoria de los
individuos,

» ser una colonia joven por la presencia de dos haplotipos (Ky E),

A\

la longevidad y baja tasa metabdlica de la mayoria de las tortugas, 6,

» por un efecto de cuello de botella reciente en esta poblacion natural.
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‘rf: La diversidad genética (indice haplotipico y nucleotidico) determinada a
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partir de un segmento de la regidn control de la mitocondria en la colonia
reproductiva de L. olivacea es similar a la reportada para el SBC, y parecida
a la registrada en otras tortugas marinas y regiones geograficas,

corroborando la baja diversidad que presenta el grupo de los Testudines.

Los haplotipos K y E encontrados en la colonia del PNNG, son similares a

los del SBC de acuerdo a las secuencias disponibles del GenBank.

Las agrupaciones presentadas en los arboles consenso obtenidos para
L. olivacea indican la presencia de dos regiones geograficas (Pacifico
oriental y este de la India) claramente diferenciadas haplotipicamente, asi

como la relacién de las dos especies hermanas del género Lepidochelys.

La diversidad genética esta influenciada por:

el numero de muestras y colonias a analizar,
el numero de hembras anidantes,
la longitud de la playa de anidacion,

las amenazas naturales, la sobreexplotacion, y

vV V V V V

las condiciones medio ambientales (temperatura, humedad, marea y

Vegetacion), entre otras.

El tipo de anidacion (masiva o solitaria) es, posiblemente, una de las
caracteristicas determinantes para definir la variabilidad genética para

posteriores estudios en poblaciones continentales, peninsulares e insulares.
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“* La colonia reproductiva de Gorgona por su similitud haplotipica
posiblemente hace parte de la unidad de manejo del SBC, lo cual permitiria
re-colonizar las playas donde ocurre en caso de ser extirpada alguna de

ellas, permitiendo preservar el potencial reproductivo de la especie.

= La identificacién genética de la poblacion de golfina en el PNNG ayudara a

~‘Q'\

definir las unidades demograficas o de manejo (UM) en el Pacifico
colombiano y oriental, importantes para el disefio de estrategias de

conservacion local, regional, nacional e internacional.
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9. RECOMENDACIONES

-*:‘{;;;z El ADNmt al no recombinarse ha permitido estudiar la historia matrilineal

r";}i.‘

r"a‘i.‘

r"a‘i.‘

de las tortugas marinas. Sin embargo, al escoger trabajar con éste
marcador, es importante analizar al menos dos genes mitocondriales, con

lo cual se evite contar la historia del gen.

Es necesario seguir realizando anualmente colecta de muestras en el
PNNG con fines moleculares para corroborar los valores de diversidad
presentada y los haplotipos encontrados; ademas de confirmar si
persisten similaridades con los haplotipos registrados en el SBC. Esto

también ayudaria a reafirmar la teoria del natal homing en Gorgona.

Es necesario muestrear y comparar con otras colonias continentales del
Pacifico colombiano para confirmar si comparten los mismos haplotipos
encontrados en el PNNG o si por el contrario se identifican otros
diferentes, asi como para confirmar si se presenta un intercambio

genético entre el continente y la isla.

Es necesario complementar los estudios de ADN mitocondrial con ADN
nuclear que permitan elucidar el flujo genético aportado por ambos
progenitores, lo cual ayudaria a reconocer si una hembra puede ser
copulada por mas de un macho en los sitios de alimentacion o durante las

migraciones que realizan.
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