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RESUMEN

La tortuga cabezona (Caretta caretta) es una especie marina circumtropical, su compleja historia
de vida y las actividades antropogénicas han ocasionado la drastica disminucién de sus poblaciones y
actualmente es una especie en peligro de extincidn. Teniendo en cuenta esta problematica y la carencia de
informacién en el Caribe Colombiano se realiz6 una caracterizacion haplotipica en individuos de C.
caretta de dos regiones del Atlantico Colombiano: Playa Don Diego (zona de anidacién) e Isla San Martin
de Pajarales (zona de alimentacién) mediante RFLPs y secuenciacion directa. Se amplific por PCR, la
region control (D-loop mitocondrial) y se realizd un analisis de restriccion experimental con las enzimas
Alul y HpyCHAlIII, por otro lado los haplotipos mas comunes para esta zona (CCA1-CCA10) fueron
sometidos a un corte in silico con estas mismas enzimas, donde HpyCHA4Ill generd un patron especifico
que permiti6 desarrollar una metodologia para identificar el haplotipo CCA1, uno de los mas frecuentes
en el Atlantico y Mediterraneo.
El analisis experimental con la endonucleasa Alul gener6 dos perfiles de restriccion, el Perfil 1, mostré
dos bandas claramente separadas con pesos de 236 y 209 pb (N=3) en tortugas de las dos playas

estudiadas, similares a las secuencias descritas para el Sur de la Florida, Brasil y Mediterraneo. El Perfil 2,
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mostrd dos bandas de 225 y 205 pb similares al patron generado para poblaciones anidantes del Norte de
la Florida (EE.UU.), México y Atlantico Norte. La secuenciacion nucleotidica de la region control
identificé dos haplotipos: CCA1l y CCA2 descritos para las poblaciones anidantes de Meéxico,
Mediterraneo y Sudeste de Estados Unidos. Se identifico adicionalmente un nuevo haplotipo CCDD1 (C.
caretta -Playa Don Diego) con ~90% de similitud con el haplotipo CCAL. Los arboles filogenéticos
generados por Méxima Parsimonia (MP) y Méxima Verosimilitud (ML) muestran una relacion de los
individuos anidantes y de forrajeo en Colombia con las super agregaciones del Atlantico y Mediterraneo,
sugiriendo que estas puedan ser la fuente de los individuos presentes en Colombia, este hecho pudo
haberse presentado a través de eventos de colonizacion reciente, ayudados por el fuerte comportamiento
migratorio de la especie y las corrientes marinas del Golfo, Caribe y Giro Atlantico Norte. La presencia de
un nuevo haplotipo en la playa anidante de Don Diego puede ser estar asociados a migraciones
reproductivas y de desarrollo (natal homing), asi como a procesos de microevolucion como mutaciones

puntuales.

PALABRAS CLAVE: C. caretta, ADN mitocondrial, Maxima parsimonia, Regién control

HAPLOTYPES OF THE LOGGERHEAD TURTLE CARETTA CARETTA
(TESTUDINES: CHELONIIDAE): FIRST STUDY OF DON DIEGO BEACH
(MAGDALENA) AND SAN MARTIN DE PAJARALES ISLAND (BOLIVAR)

INDIVIDUALS, COLOMBIAN CARIBBEAN

Loggerhead sea turtle (Caretta caretta), is a circumtropical marine species, its complex life story
traits and anthropogenic activities has led to drastic collapse of its populations and is currently considered
as an endangered species. Considering this problematic and the lack of information for the Colombian
Caribbean, a haplotypic characterization of C. caretta individuals was performed in two regions of the
Colombian Atlantic; Don Diego beach (nesting beach) and San Martin de Pajarales Island (feeding

ground) using RFLPs and direct sequencing. Control region (mitochondrial D-loop) was PCR amplified,
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and a restriction analysis was performed using endonucleases Alul and HpyCHA4lIl, also most common
haplotypes reported for this area (CCA1-CCA10) were submitted for an in silico analysis with the
enzymes Alul and HpyCHA4lIl, the latter generated a pattern that allowed the development of an
identification method for loggerhead turtle haplotype, specifically CCAl one of the most frequent

sequences in Atlantic and Mediterranean sea.

Experimental analysis using Alul generated two restriction profiles, Profile 1 displayed two separated
bands with molecular weights of 236 and 209 bp (N=3), from nesting and feeding individuals in
Colombia, showing similarity to reported sequences from South Florida, Brazil and Mediterranean sea.
Furthermore, Profile 2 exhibited two joined bands with 225 and 205 bp molecular weights, resembling the
pattern for nesting populations in Northern Florida (U.S.A), Mexico and North Atlantic. Two haplotypes
(CCA1 and CCAZ2) were identified using nucleotidic sequencing, previously described for nesting

populations in Mexico, Mediterranean sea, Brazil and Southeast U.S.A.

A new haplotype CCDDL1 (C. caretta - Don Diego beach) was found, showing ~90% of similarity with
reported haplotype CCAL. The Maximum Parsimony (MP) and Maximum Likelyhood (ML) phylogenetic
trees indicates a relationship of the nesting and feeding individuals of Colombia with Atlantic and
Mediterranean sea superagreggations, suggesting that these populations might be the sources for the
Colombian loggerhead turtles, through recent events of colonization, assisted by the strong migratory
behavior of this species and marine currents such as Gulf Stream, Caribbean and North Atlantic Gyre. The
presence of a new haplotype on the Don Diego nesting beach can be a result of the species behavior
associated to developmental and breeding migrations (natal homing) and also microevolutionary processes

like point mutations.

KEYWORDS: C. caretta, mitochondrial DNA, Maximum Parsimony, Control region
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INTRODUCCION

La tortuga cabezona, Caretta caretta, es una especie marina distribuida mundialmente en zonas
tropicales y subtropicales, anida en lineas costeras adyacentes a corrientes calidas y realiza extensas
migraciones relacionadas con actividades reproductivas y de alimentacion (Eckert et al., 2002). C. caretta
ha sido explotada para la extraccién de alimentos, tales como: aceites, proteina y derivados como: hueso,
cuero y concha, estas acciones antropicas traducidas en saqueos constantes durante las temporadas de cada
afio, captura de juveniles y adultos en las areas de forrajeo y reproduccion, incluso, eventos naturales
como la dindmica oceanografica de las costas, son las principales causas del riesgo de extincién en el que

se encuentra actualmente esta especie marina (IUCN, 2010).

Los haplotipos son secuencias nucleotidicas que representan la version de un alelo, en tortugas marinas los
haplotipos mitocondriales (ADNmt) han sido de mucho utilidad en la identificacion de colonias anidantes
y su relacion con zonas de forrajeo, son definidos por uno 0 mas SNPs (cambios en un par de bases
nucleotidicas). La primera técnica implementada para el anélisis de secuencias mitocondriales fue el
marcador RFLP’S (Polimorfismos de longitud en los fragmentos de restriccion), el cual se refiere a
secuencias de nucléotidos en el ADN que son reconocidas y cortadas por enzimas de restriccion y varian
entre individuos, en el caso de C. caretta se ha empleado esta herramienta en la identificacién parcial de
linajes maternos asociados a haplotipos mitocondriales cuando no se cuenta con métodos de mayor
resolucion como la secuenciacién directa (6 veces mayor), ademas esta técnica sido de gran utilidad en la
filogeografia global de la tortuga cabezona ya que permitié generar las primeras hip6tesis sobre su historia
evolutiva, patrones migratorios y biogeografia teniendo en cuenta informacion de los linajes maternos

(Bowen et al. 1994).
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Los marcadores genéticos heredados por linea materna (ADN mitocondrial) muestran una fuerte
estructura poblacional entre colonias anidantes (Bowen et al., 2005), es decir, que la composicion genética
de las hembras en edad reproductiva esta dada por la presencia de un haplotipo con una alta frecuencia
que permite asociar a estos individuos a ciertas zonas de anidacion, y por lo tanto estas colonias anidantes
van a estar aisladas en términos de linajes maternos (ADNmt) (Bowen and Karl, 2007). Los analisis mas
completos basados en la variabilidad de la region control de colonias anidantes de C. caretta se han
realizado en Brasil (Reis et al., 2009), en el Sudeste de Estados Unidos (Francisco et al., 1999), en el
Atlantico - Mediterraneo (Encalada et al., 1998) y el Pacifico (FitzSimmons et al., 1996, Nobetsu et al.,
2004 y Hatase et al., 2002). También se han realizado estudios con haplotipos mitocondriales en donde se
describen aspectos importantes de la filogeografia de Caretta caretta, y su filopatria (natal homing), en
las principales playas de anidacion: Norte Florida- EE.UU., Sur de la Florida-EE.UU., Yucatan-México,
Brasil, Islas Azores y Madeira-Portugal, Grecia, Japon y Australia; como también, estudios de linajes

maternos en el Atlantico y el Pacifico (Bowen et al., 2004, Bowen and Karl, 2007).

Los estudios de estructura genética (ADNmt ) de C. caretta en poblaciones presentes en zonas de
forrajeo se han llevado a cabo en el Mediterraneo e Islas oceanicas del Atlantico Norte (Casale et al.,
2008, Carreras et al., 2006, Maffucci et al., 2006 y Bolten et al., 1998), Sudeste de Estados Unidos (Reece
et al., 2006, Roberts et al., 2005, Bass et al., 2004, Witzell et al., 2002 y Bass et al.,1998) y el Caribe
(Engstrom et al., 2002) usando la técnica MSA (Anélisis de Stock Mixto) que utiliza las frecuencias
haplotipicas de colonias anidantes como marcadores genéticos naturales para determinar el origen de las
poblaciones en zonas de forrajeo, aunque estas sean mezclas de tortugas de diferentes colonias anidantes.
Este analisis revel6 una alta frecuencia de las secuencias CCA1y CCAZ2 en estas zonas, que indica, aporte
en gran medida de las colonias grandes del Atlantico a las zonas neriticas de alimentacion para esta

especie y en menor proporcion de colonias pequefias representadas por haplotipos poco comunes,
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En el Caribe colombiano, los estudios de esta especie han estado dirigidos principalmente a las
poblaciones que llegan a las playas de anidacion, incluyendo andlisis demogréfico y morfométrico de las
hembras, cuantificacién de las nidadas, entre otros (MAVDT, 2002), presentandose una ausencia total de
estudios genético-moleculares de la tortuga cabezona, generando asi, una fuerte necesidad de
complementar el conocimiento de esta especie con informacidén que apoye su conservacién en nuestro
pais. El presente trabajo tuvo como objetivo proponer un modelo para determinar la relacion de ocho
individuos de Caretta caretta que utilizan el Caribe colombiano como zonas de alimentacién y anidacion
en los bajos de Islas del Rosario (Cartagena) y Don Diego (Magdalena) respectivamente, con otras
colonias del Atlantico y Mediterraneo. Se proponen hipdtesis de rutas migratorias y el patrén
filogeografico, basados en la informacion de linajes maternos suministrada por haplotipos mitocondriales
disponibles a nivel global. Adicionalmente, se busco evaluar la hipdtesis de caracterizacion genética de C.
caretta relacionadas con la filopatria al sitio natal (natal homing). Se logro la identificacion de un nuevo
haplotipo a nivel mundial y se propuso una metodologia basada en anélisis con enzimas de restriccion que
podria utilizarse como un paso previo a la secuenciacion para la identificacion de los haplotipos en
tortugas de la especie Caretta caretta en diferentes regiones geograficas especificas, ya que es una técnica
rapida, sencilla y menos costosa que la secuenciacion directa y podria ser atil para realizar una
aproximacién sobre el origen de los haplotipos evaluados. Es importante anotar, que este es el primer
trabajo en Colombia en donde se describen haplotipos mitocondriales de C. caretta y se resalta el caracter
de modelo debido al bajo nimero de individuos utilizados en la presente investigacion, la cual puede
considerarse como un paso preliminar para estudios de estructura genética y filogeografia de la tortuga

cabezona en el Caribe Colombiano y por lo tanto en este caso no serian representativos de las poblaciones.
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AREA DE ESTUDIO

La playa de anidacién Don Diego en el departamento del Magdalena (11°16°N y 73°45°W)
(Figura 1), se caracteriza por ser de gran amplitud, pudiendo llegar hasta los 70 metros de zona media. La
vegetacion mas notoria son plantas rastreras como Ipomoea pescapre, Canavalia maritima, uvo de playa
(Coccoloba uvifera) y en la zona alta algunas palmeras Coco nucifera y Terminalia catappa. Aungue su
dinamica es bastante alta y algunos tramos de playa desaparecen por periodos cortos de tiempo, en general
estas playas mantienen su forma y estructura en condiciones aptas para la anidacion de las tortugas, en el
Departamento del Magdalena (Ceballos et al., 2003). Se obtuvieron muestras de cinco individuos (N=5)
provenientes de poblaciones naturales de esta playa (no hay endogamia), los cuales se encuentran
actualmente haciendo parte de un proyecto de levante en cautiverio (head-starting) en el Acuarioy Museo
del Mar El Rodadero (AMM EI Rodadero) y luego son liberados cuando alcanzan aproximadamente los
dos afios de edad.

La segunda zona corresponde a la isla de San Martin de Pajarales- Oceanario CEINER
departamento de Bolivar (10° 11° N, 75° 47 W), PNNCRSB (Parque Nacional Natural Corales del
Rosario y San Bernardo) (Figura 1), en esta isla no hay anidacion de tortugas; sin embargo, se observan
tortugas en aguas aledafias probablemente alimentandose, desplazandose o simplemente en refugio. Tres
especies: Eretmochelys imbricata, Chelonia mydas y Caretta caretta ocurren en baja cantidad. En el
pasado eran mas abundantes, especialmente las tortugas carey (E. imbricata) y cabezona (C. caretta). Los
bajos donde se avistan tortugas marinas son Tesoro, Tortuga, Isabelito y el Pefién, la especie mas avistada
es la carey, incluyendo neonatos en parches flotantes de pasto que se mueven con la corriente, juveniles y
adultos a veces en copula, también se observan juveniles y adultos de tortuga verde y cabezona todo el afio
en particular en los meses de Mayo y Agosto. El fondo de estos bajos es duro, con rocas y corales
principalmente, Montastrea annularis, Diploria laberynthiformis, Siderastrea siderea, Porites porites,
Agaricia tenuifolia, Millepora complanata, Acropora palmata y Acropora Cervicornis; algas de las

especies Dictyota spp., Padina spp., y Halimeda opuntia; y peces como Ronco catire (Haemuion
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sciurus), cirujano (Acanthurus spp.), viejita azul (Thalassoma bifaciatum), salmonete (Mulloidichtys
martinicus) peje perro (Bodianus rufus), mariposa de cuatro ojos (Chaetodon capistratus), loro viejo
(Sparisoma viride), cofre (Lactophrys triqueter), picuda (Sphyraena barracuda), y cojinta (Caranx spp.)
(Ceballos et al., 2003), en el presente estudio se obtuvieron muestras de tres individuos de C. caretta
(N=3) provenientes de esta zona de forrajeo.

Se obtuvo informacion haplotipica de colonias de anidacion y zonas de alimentacion previamente
descritas para C. caretta a nivel global en publicaciones y bases de datos (GenBank y ACCSTR) (Figura

2).

MATERIALES Y METODOS
Obtencion de muestras
Se recolectaron ocho muestras de sangre periférica de individuos de la especie Caretta caretta en buen
estado de salud (buena movilidad y sin anomalias fisicas evidentes) presentes en dos zonas del Caribe
Colombiano que corresponden a la playa de anidacién Don Diego en el departamento del Magdalena y la
Isla San Martin de Pajarales, Parque Nacional Corales del Rosario y San Bernardo en el departamento de
Bolivar. Las alicuotas de sangre fueron extraidas de la region dorsal del seno cervical de juveniles y
adultos de acuerdo a la metodologia de Dutton (1996) e inmediatamente después de su obtencion fueron
colocadas en tubos con Tris-EDTA buffer, (Greiner Bio-one®, Kremsminster, Austria) para evitar la
coagulacion de las muestras. Las muestras se transportaron en neveras de icopor con geles refrigerantes
hasta el Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad Jorge Tadeo Lozano (sede Bogotd), y se

guardaron a 4°C para su preservacion antes de los analisis.

Extraccién de ADN
La extraccion de ADN total de los individuos se realizé utilizando el Kit comercial UltraClean™ Tejidos

y Células de acuerdo a las indicaciones de la casa comercial fabricante (MO BIO Laboratories, Inc,
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California, EE.UU.). EI ADN se reveld después de una electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiido con
bromuro de etidio (2 pg/ml). EI gel se fotografio empleando el fotodocumentador UVP GelDoc-It™
System y se analiz6 con el programa VisionWorks LS Image Acquisition and Analysis Software (UVP,
Upland, EE.UU.). Seguidamente, se determiné la concentracion del ADN con el equipo NanoDrop 1000

Spectrophotometer y se registré con el programa ND-1000 v3.7.1 (Thermoscientific, Denver, EE.UU.).

Amplificacién de la region control (D-loop) por PCR

Para la amplificacion de la region control (D-loop) se utilizaron los oligonucle6tidos-primers TCR-5 (5°-
TTGTACATCTACTTATTTACCAC-3’) y TCR-6 (5’-GTACGTACAAGTAAAACTACCGTATGCC-

3”) previamente publicados por Norman et al. (1994). La reaccién de PCR se llevo a cabo en un

™
termociclador PTC-100 Programmable Termal Controller (MJ Research, Madison, EE.UU.) en un
volumen final de 25 ul. La mezcla de reaccién incluy6: 1X tampon de PCR (160 mM (NH,),SO4, 670 mM

Tris-HCI [pH 8.8 a 25°C], 0.1% Tween-20, Bioline, EE.UU.) 2.5 mM de MgCIZ, 0.16 mM de dNTP’s, 0.4

UM de oligonucle6tidos-primers, 92.7 ng de ADN y 2.5 U de Taq polimerasa. La reaccion consistio en
una desnaturalizacion inicial de 1 min a 94°C, seguido por 25 ciclos de 94°C por 45 seg, 52°C por 30 seg,
72°C por 45 seg y una extension final de 72°C por 2 min, de acuerdo a las condiciones publicadas

previamente por Bass et al. (2002).

Para la determinacion de la calidad de los productos de PCR se mezclaron 2 pl del producto amplificado
por PCR con 2 pl de solucion tampdn de carga (glicerol 30% y azul de bromofenol 0.05% w/v) y se sirvié
en un gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio. Se realizé la electroforesis con TBE 0.5X a
100V. Se verifico la amplificacion de la region control mediante la presencia de una banda unica de ~380
pb mediante comparacién con el marcador de peso molecular Hyperladder Il (Bioline Inc., California,
EE.UU.) y el andlisis con el programa VisionWorks LS (aplicacion 1D Analysis Plugin). El registro

fotografico se realizd con el fotodocumentador UVP GelDoc-1t™ System (UVP, Upland, EE.UU.).
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Purificacion de los productos de PCR

Los productos amplificados fueron purificados utilizando el kit comercial Axyprep™ DNA Gel Extraction
(Axigen, Scientific, Inc. California, EE.UU.). Como paso previo al protocolo de purificacion se realizd
una electroforesis con las mismas condiciones a la realizada para la verificacion de la amplificacién de
PCR, pero en este caso se utiliz6 todo el producto de PCR (~23 pul). Posteriormente se cortaron los
fragmentos amplificados del gel de agarosa y se purificaron de acuerdo a las recomendaciones de la casa

comercial fabricante del Kit.

Analisis in silico y experimental del D-loop mitocondrial por RFLPS

Se realiz6 un analisis in silico con las enzimas de restriccién HpyCHA4lIl y Alul, utilizando las secuencias
nucleotidicas de los diez haplotipos mas comunes para las poblaciones anidantes y de forrajeo en el
Atlantico y el mar Mediterraneo de la tortuga C. caretta previamente descritas en GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y en la base de datos ACCSTR (http://accstr.ufl.edu). Para realizar el
analisis se utiliz6 el programa NEBCUTTER v.2.0 (Vincze et al., 2003), el cual permite cortar con
enzimas de restriccion especificas una region de ADN conocida y seguidamente predice el corrido
electroforético mostrando el perfil de bandas producido. Este perfil in silico producido fue utilizado para

realizar comparaciones con el perfil experimental obtenido.

A los productos de amplificacion obtenidos experimentalmente por PCR se les realiz6 una restriccion
enzimatica con la enzima Alul de acuerdo al protocolo propuesto por la casa comercial fabricante
(FERMENTAS INC., Maryland, EE.UU.). EI producto obtenido se revelé en un gel de agarosa al 2%,
registrando las bandas reveladas con el fotodocumentador UVP GelDoc-It™ System y el programa
VisionWorks LS (aplicacion 1D Analysis plugin). Por Gltimo se compard la informacion in silico con los

patrones obtenidos in vitro, teniendo en cuenta el nimero de bandas generadas y el peso de las mismas.
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Secuenciacion Automatica
Veinticinco pl de cada uno de los ocho productos de PCR purificados previamente y los primers TCR-5y
TCR-6 (diluidos en agua tipo 1) en una concentracion de 60 ng/ul fueron enviados a la empresa
MACROGEN Inc. (Seul, Korea) para su secuenciacion automatica. La secuenciacion consistio en una
amplificacién bajo las condiciones de termociclado tipo BigDye™, empleando un secuenciador

automatico 3730XL (Applied Biosystem).

Inferencia Filogenética

Las secuencias obtenidas de la region control (D-loop) de C. caretta fueron ensambladas y organizadas
utilizando el programa CLC DNA Workbench (CLC Bio, Dinamarca). Se realizé un alineamiento de las
secuencias utilizando la herramienta BLAST- Alineamiento Bésico Local de Secuencias (NCBI- National
Center for Biotechnology Information). Esta aplicacion hace inferencias evolutivas y funcionales entre
secuencias e identifica miembros de familias de genes. En este estudio se utiliz6 para identificar los
haplotipos de cada uno de los individuos analizados por comparacién con otras secuencias descritas
previamente para C. caretta en el Atlantico y el Mediterraneo. Para el analisis se tuvieron en cuenta los
porcentajes de similitud y el arbol de distancia segun el criterio de Neighbor-Joining (vecino mas cercano)

suministrado por esta aplicacion.

Las 65 secuencias nucleotidicas de la region control (D-loop) que representan los haplotipos
mitocondriales de la tortuga cabezona previamente descritos en GenBank (http://mwww.ncbi.nim.nih.gov) y
en la base de datos ACCSTR (http://accstr.ufl.edu) para el Atlantico, Mediterraneo, las secuencias del
presente estudio y el grupo externo, (tortuga golfina Lepidochelys olivacea), fueron alineadas utilizando el
programa BioEdit Sequence Alignment Editor 7.0 (Hall, 1999). Se utiliz6 también el alineamiento
automatico ClustalW (European Bioinformatics Institute, Cambridge, UK) (Thompson et al., 1994) para

proceder al analisis.
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Los andlisis filogenéticos se realizaron utilizando los programas PAUP 3.0 (Swofford, 1991) y Cipress
2.0 (Ciberinfraestructura para investigacion filogenética- www.phylo.org). En el primero de ellos se
empled la metodologia de Mé&xima Parsimonia (MP) donde el nimero total de cambios evolutivos L sobre
un arbol es simplemente la suma de cambios de estados de caracter li (p. ej. sustituciones) de cada sitio

variable, teniendo en cuenta la siguiente formula:

k
L=Xli
i=1

El arbol consenso de MP se obtuvo segun el criterio MAJRULE 50% (Consenso mayoritario), el cual
permite encontrar grupos en cierto porcentaje de arboles en conflicto, a diferencia de otros criterios como
el estricto. Frecuentemente el porcentaje fijado para el consenso mayoritario es del 50%, por lo tanto, este
consenso retendra grupos que se encuentran en méas de la mitad de los arboles en conflicto (Swofford,
1991).

Se determind la aplicacion RaxML (Méxima Verosimilitud) utilizando el programa Cipress 2.0
(Stamatakis et al., 2005) teniendo en cuenta los parametros del modelo de sustitucion nucleotidica TrN+G
(Tamura-Nei + Gamma), y la filogenia T generados de acuerdo a una distribucién conocida previamente

de acuerdo a la siguiente férmula:
P (D/T) =] P (D/T, 6) dD(6/T)

Para el soporte estadistico en las redes de MP y ML se utiliz6 el anélisis de bootstrap desarrollado por

Felsenstein (1985), utilizando para MP 100 replicas y para ML 1000 replicas.
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RESULTADOS Y DISCUSION
El ADN gendmico extraido a partir de tejido sanguineo de individuos de Caretta caretta en el
Caribe Colombiano fué de buena calidad, registrando concentraciones entre 19,15+0,86 y 203+0,79 ng/pl
correspondiendo a la muestra CCDD2 el valor mas bajo y a CCIR7 el valor més alto (Tablal). Se
obtuvieron amplificaciones claras y de buena concentracion de la region control (D-loop) mitocondrial
para los ocho individuos de C. caretta evaluados con un peso molecular aproximado de 398,67+10,14

pares de bases (Figura 3).

Identificacion haplotipica

El objetivo de este andlisis in silico era lograr la identificacion de los haplotipos CCAl y CCA2 de forma
especifica, ya que son los haplotipos mas comunes para el Atlantico y el Mediterraneo correspondiendo a
~90% de secuencias identificadas en estudios en zonas de forrajeo y de anidacion (Bowen and Karl,
2007). Las secuencias nucleotidicas que identifican los 10 haplotipos mas comunes para el Atlantico y
Mediterraneo, descritas previamente, fueron sometidas a una restriccion enzimatica con la enzima
HpyCHAIII evidenciandose un patron electroforético idéntico en los haplotipos CCA2 a CCAL0 pero
diferente para el haplotipo CCA1 (Fig. 4a), de esta forma se predice, que utilizando la enzima HpyCH4llII
se diferencia tortugas C. caretta que tengan haplotipo CCAL de los otros nueve haplotipos. Seguidamente
se realizé la segunda restriccion con la enzima Alul, produciéndose de nuevo un perfil electroforético
Unico para CCA1, pero en este caso no era posible diferenciar a CCA2 de los haplotipos restantes ya que
presentan el mismo perfil electroforético (Fig 4b). En sintesis, el andlisis in silico predice, que la
utilizacion de la enzima HpyCHA4lIl permite identificar el haplotipo CCAL, pero la identificacion
especifica de la secuencia CCA2 no es posible con la utilizacion de estas enzimas (Figuras 4a 'y 4b).

El andlisis experimental realizado con la enzima Alul gener6 un resultado positivo para 5 de los
individuos, en los cuales fueron observados dos perfiles de restriccion diferentes. El perfil 1 con dos

bandas claramente separadas entre si (Figura 5a), que registraron pesos de 236 y 209 pb, que corresponden
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a individuos provenientes de Don Diego e Islas del Rosario (N=3), los cuales muestran similitud con el
perfil de restriccion in silico de haplotipos descritos en el Sur de la Florida (CCAL), Brasil (CCA4) y
Mediterraneo (CC10) (Figura 5b). El perfil 2 exhibidé una banda muy gruesa y brillante, posiblemente por
la unién de dos bandas con pesos promedios de 225 y 205 pb, agrupando a un individuo de Don Diego y
uno de Islas del Rosario, este patron de bandas fue parecido a los cortes generados in silico de haplotipos
de poblaciones anidantes de Norte de la Florida, EE.UU. (CCA2, CCA5 y CCA7), México (CCA8 y
CCAD9) y zonas de forrajeo en el Atlantico Norte (CCA10) (Figura 5a y 5b). Estos resultados muestran una
aproximacién sobre el origen geografico de las secuencias del Caribe Colombiano debido a a su similitud
en el patrdn de restriccion con colonias anidantes del Caribe y Mediterraneo.

Identificacion haplotipica por secuenciacion directa

A partir de las secuencias de la region de control obtenidas de los ocho individuos evaluados, se
identificaron 2 haplotipos descritos previamente para el Atlantico: CCAL (50%- N=4) presente en colonias
anidantes del Sur Florida (EE.UU), México, Mediterraneo y CCA2 (37,5%- N=3) correspondientes a
colonias de anidacion del Norte de la Florida, Georgia y Carolina del Sur (EE.UU). Se identificé un nuevo
haplotipo CCDD1 (12.5%) (Tabla 2) en un individuo anidador de la playa Don Diego (Magdalena),
Caribe Colombiano. Este haplotipo nuevo fue comparado con todas las secuencias descritas para C.
caretta en la base de datos GenBank (BLAST) observandose una similitud mayor al 90% con el haplotipo
CCAL1, esta herramienta generd un arbol de distancia de NeighborJoining (vecino mas cercano), este
criterio es utilizado para la reconstruccion filogenética basados en secuencias de ADN y proteinas, en este
caso nos esta indicando que existe poca distancia genetica entre los alineamientos pareados entre pares de
taxa, es decir que las secuencias CCAl, CCA2l1, CCA22 y CCA17 presentan pocas diferencias
nucleotidicas con respecto al haplotipo CCDD1 (uno o dos SNPs), adicionalmente la posicion basal del
arbol del haplotipo CCAL puede estar indicando que esta es la probable secuencia ancestral a partir de la

cual se originaron las demés (Figura 6).
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Asi mismo, se encontr6 una alta similitud a partir del alineamiento de secuencia multiple realizado con
Clustalw, donde se observan cambios en 7 posiciones (in/del) de un total de 380 pb con respecto al
haplotipo CCA1 (Figura 7) (Thompson et al., 1994).

Se obtuvieron arboles consenso usando los criterios de M&xima Verosimilitud (ML-Maximum Likelihood
en ingles) y Méxima Parsimonia (MP) (Figura 8), que muestran agrupaciones de las poblaciones de C.
caretta muy similares, basado en estos resultados, se realizo el anélisis filogenético de MP, mostrando en
los nodos los valores de bootstrap segun los dos criterios (MP y ML). Para la reconstruccion filogenética
por MP se tuvieron en cuenta 388 caracteres en total, de los cuales 288 fueron constantes, 62 variables no
informativos y 38 informativos. El arbol se construy6 luego de 145 pasos evolutivos, mostrando un indice
de retencion (RI) del 92,87 %, el cual representa la cantidad de caracteres derivados compartidos

(Swofford, 1991).

En la filogenia generada, las secuencias haplotipicas de la agregacion anidante, playa Don Diego (N=5)
se asociaron con otras colonias anidantes del Sur de la Florida (EE.UU.), México (CCA1, CCAll) y
Grecia (CCA27, CCA47) (Figura 8). Los individuos de la agregacion de la zona de forrajeo, playas de
Islas del Rosario (N=3) se asociaron con haplotipos de zonas de forrajeo del Atlantico Norte,
Mediterraneo (Espafia e Italia) asi como con algunas secuencias asociadas a colonias anidantes del Norte
de la Florida (CCAZ2) y Carolina del Norte (EE.UU.), Georgia (EE.UU.) (CCA3, CCA4, CCA5, CCAT)y
México (CCA8, CCA9) (Figura 8) sugiriendo que los individuos anidantes de la playa Don Diego y
forrajeadores de playas de Islas del Rosario presentes en el Caribe Colombiano hacen parte de una
metapoblacién del Atlantico y Mediterraneo, siendo los haplotipos CCA1 y CCA2 los que aportan mas
individuos a zonas de alimentacion y anidacién pequefias, como las de las playas evaluadas, pero que
pueden estar recibiendo aportes en menor proporcion de otras poblaciones representadas por haplotipos
poco comunes o desconocidos. Es importante resaltar que dentro de este clado estdn asociados tres

haplotipos denominados como CC33, CC35 Y CC58 los cuales estan reportados en la base de datos del
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Centro de Investigacion Archie Carr (ACCSTR) pero su origen es desconocido, y son denominados como
secuencias huérfanas por Reis et al.(2009), quien los reporta en individuos presentes en una zona de
forrajeo oceénica de C. caretta en el Sudeste de Brasil pero argumenta igualmente que desconoce el

origen de los mismos.

Este evento ha sido descrito igualmente para zonas de alimentacion del Mediterraneo donde
aproximadamente el 50% de juveniles en etapa oceanica pertenecen a colonias del Atlantico Norte
(Florida, USA) (Encalada et al., 1998), también se ha registrado para zonas de forrajeo en Brasil, donde
Reis et al. (2009) evaluaron poblaciones del Atlantico presentes en 4 playas de anidacion en Brasil (Rio de
Janeiro, Espirito Santo, Bahia y Sergipe) y una zona de alimentacion oceanica, donde se describe la
fijacion del haplotipo CCAA4 para todas las zonas de anidacién de esta region, y se describen individuos
con los haplotipos CCA1 y CCA2 en la agregacion de forrajeo conocida como Elevagao do Rio Grande.
Adicionalmente otras metodologias como la telemetria satelital (Cejudo et al.2006) y datos de marcaje-
recaptura (Avens et al. 2003, Hopkins-Murphy et al. 2003) han demostrado que los juveniles de la tortuga
cabezona efectivamente realizan estas migraciones desde su habitat oceanico que regularmente se

encuentra cientos de km de su playa anidante, hacia su region de origen.

Teniendo en cuenta estos antecedentes podemos sugerir, como hipétesis de trabajo, que las colonias mas
pequefias como las de la playa Don Diego e Islas del Rosario en Colombia, son aportadas por estos
grandes stocks del Atlantico Norte, las cuales representan el 90% del esfuerzo reproductivo de esta

especie en el Atlantico, con 50.000-70.000 nidos por afio (Meylan et al., 1995).

Adicionalmente, las corrientes marinas del Caribe, Golfo y Giro del Atlantico Norte han ayudado a estos
procesos de dispersion de la tortuga cabezona en esta zona (Figura 9). Los juveniles de C. caretta tienen
dos fases; una oceanica donde abandonan la playa donde nacieron y viajan al Atlantico oriental (Portugal-
Islas Azores y Madeira e Islas Canarias) para luego cambiar a una fase neritica (alimentacién bentdnica)

en aguas someras del Atlantico Occidental, donde una vez alcanzada la madurez sexual las hembras
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inician las migraciones reproductivas hacia su playa natal (Figura 9). Estos patrones de circulacion
oceanica en las tortugas cabezonas del Atlantico Norte se conoce Giro Atlantico Norte el cual puede
explicar como playas pequefias y zonas de forrajeo menores pueden ser colonizadas por individuos
provenientes de agregaciones mas abundantes (Sur Florida, SC y NC, EE.UU), pero pueden recibir
aportes de agregaciones pequefias como México e Islas del Caribe. Asi mismo, de sitios mas distantes
como poblaciones anidantes del Mediterraneo (Grecia, Espafa e Italia) (Figura 9), lo cual probablemente
este aportando individuos provenientes de diferentes sectores del Atlantico a las zonas de alimentacion y

playas de anidacién de Colombia.

Nuevo Haplotipo en el Caribe Colombiano

El registro de un haplotipo nuevo para el Caribe Colombiano, representado por un individuo etiquetado
como CCDD1 anidante en la Playa Don Diego, (Magdalena) puede deberse a la visita frecuente de
hembras a las areas de alimentacion, y las condiciones favorables de esta playa para la anidacion (Ceballos
et al., 2003), ya que esta playa mantiene su forma y estructura en condiciones aptas para la anidacién de
las tortugas. Adicionalmente, esta playa se ha caracterizado histéricamente por ser de alta anidacion,
particularmente de la tortuga cabezona, seguido de tortuga carey (Eretmochelys imbricata) y verde

(Chelonia mydas) (MAVDT, 2002).

Es posible explicar la presencia del nuevo haplotipo como consecuencia de varios factores, en primer
lugar podria argumentarse la teoria de natal homing y facilitacion social (Carr, 1967; Hendrickson, 1958)
la cual plantea que las hembras de tortugas marinas migran a su playa natal una vez alcanzan la madurez
sexual para aparearse y anidar, sin embargo este comportamiento también se ha observado en juveniles los
cuales regresean a habitats de alimentacién cercanos a su playa natal cuando cambian de habitos
alimenticios oceanicos a costeros, pero su estructura poblacional es mucho mas debil que en poblaciones

adultas(Bowen et al. 2005).
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Como consecuencia del comportamiento de natal homing mediado por las hembras la mayoria de
poblaciones anidantes se distingue por diferencias fijas en las frecuencias de haplotipos mitocondriales,
esto implica que unidades reproductivas genéticamente distantes son demograficamente independientes.
Aunque esta teoria ha sido ampliamente probada en estudios de poblaciones anidantes de C. caretta
(Bolten et al., 1998; Encalada et al., 1998; Reece et al., 2005; Bowen y Karl, 2007). Adicionalmente, es
posible que la aparicion de esta nuevo haplotipo se deba a otros eventos evolutivos, como cambios
espontaneos de la secuencias (mutacidn) sin implicacién de aislamiento demografico de la colonia de Don
Diego en términos de linajes maternos. Para comprobar estas hipétesis es necesario realizar un estudio

extensivo de esta poblacién con un numero muestreal mayor.

En previas caracterizaciones genéticas de poblaciones de Caretta caretta se han descrito haplotipos
nuevos con frecuencias menores al 1%, como las secuencias CCA18 y CCAL9 en el Caribe, muy similar
al haplotipo CCA2 (Bass et al., 2004, Engstrom et al., 2002). Asi mismo, se identificaron los haplotipos
CCA27-CCA32 (Carreras et al., 2006), CCA50Q (Casale et al., 2008), CCA35 (Reece et al., 2006)
también con frecuencias muy bajas. Estos haplotipos nuevos han sido reportados con diferencias en un
solo par de bases nucleotidicas, por ejemplo dos haplotipos desconocidos reportados en una zona de
alimentacion en Italia: CC-A31 difiere del altamente frecuente CC-A2 en una sola transicion en la
posicion 210 y el CC-A32 difiere de CC-A3 en un solo cambio (indel) en la posicion 319 y fueron
encontrados en un solo individuo cada uno, como es el caso del haplotipo nuevo reportado en este estudio
(Mafucci et al.2006). Adicionalmente, a las playas de anidacién principales de EE.UU., México y el
Mediterraneo, el anidamiento en otras playas del Atlantico en la Costa Caribe de Centroamérica, Cuba,
Jamaica, Puerto rico, pueden estar contribuyendo a las zonas de alimentacion en el Caribe colombiano,
por lo que se hace necesario extender el muestreo y evaluacion de playas de anidamiento lo cual permitira
identificar el origen de tortugas que poseen estos nuevos haplotipos y determinar si las playas pequefias

contribuyen de alguna manera a las areas de alimentacion del Caribe (Encalada et al., 1998).
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Por altimo, la proximidad genética del haplotipo CCDD1 con el CCAL sugiere que la colonizacion de las
agregaciones de la playa Don Diego (Magdalena) puede provenir de las grandes agregaciones del Sudeste
de EE.UU., basado en la presencia de estos haplotipos en la mayoria de estudios en el Gran Caribe,
Atlantico Norte y Mediterraneo. Como se plantea anteriormente estas son las probables secuencias
ancestrales que estan generando nuevos haplotipos por eventos de colonizacidn recientes en agregaciones
de anidacion menores como la presente en la playa de de Don Diego en el departamento de Magdalena

(Figura 6y 8).
CONCLUSIONES

El posible origen de la agregacion anidante evaluada en el Caribe colombiano, puede haber sido el
resultado de eventos de colonizacidn reciente a partir de superagregaciones como las presentes en EE.UU.
(Bowen y Karl, 2007), ayudados por el fuerte comportamiento migratorio de la especie y las corrientes
marinas del Caribe, Golfo y Giro del Atlantico Norte pero no se descarta que puedan estar recibiendo
aportes de colonias pequefias del Caribe y el mar Mediterraneo. La presencia de un nuevo haplotipo para
la tortuga cabezona en el Caribe colombiano puede ser considerado como un indicio de la teoria de natal

homing y facilitacién social, pero también de procesos como la mutacion.

Se logré desarrollar una metodologia usando RFLP’s in silico que permite identificar de forma
especifica uno de los haplotipos méas frecuentes en el Atlantico y Mediterrdneo (CCA1 ) con el uso de la

enzima de restriccion HpyCH4l11 .
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Figura 1. Ubicacion geogréfica de las dos localidades del Caribe colombiano de las cuales provenian las
tortugas Caretta caretta muestreadas en el presente estudio. (A): Playa de anidacién Don Diego (11°16°N
y 73°45°W), ubicada en el departamento del Magdalena y (B): Zona de Alimentacion, Isla San Martin de
Pajarales (10° 11° N, 75° 47° W) ubicada en el Parque Natural Corales del Rosario y San Bernardo
(PNNCRSB), Departamento de Bolivar. (Modificado de IGAC, 2010).
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Figura 2. Origen geogréafico de las secuencias haplotipicas de C. caretta recopiladas de bases de datos
GenBank y ACCSTR para el analisis filogenético del presente estudio (NFL), Florida - Carolina del
Norte, EE.UU. (SFL), Sur de la Florida, EE.UU., (MX), México, (BR), Brasil (POR), Islas Azores y
Madeira, Portugal (GRE) Bahia Kiparissia, Grecia, (TUR) Turquia, (JAP), Japén, (AU), Queensland,
Australia (Bolten et al., 1998; Laurent et al., 1998; Bowen et al., 2004).
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Tabla 1. Promedios de concentracién de ADN genémico obtenido para ocho individuos de la tortuga
caguama C. caretta a partir de tejido sanguineo.

Concentracién

de DNA Desviacion Playa de
Muestra (ng/ul) Estandar procedencia
CCDD1 74,3 0,5 Don Diego
CCDD2 19,15 0,86 Don Diego
CCDD3 78 0,43 Don Diego
CCDD4 110,5 0,43 Don Diego
CCDD5 66,8 0,61 Don Diego
CCIR1 147 0,53 Isla San Martin
CCIR2 203 0,79 Isla San Martin
CCIR3 43,15 0,25 Isla San Martin
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Tabla 2. Haplotipos basados en la region control (D-loop mitocondrial) identificados en el presente
estudio. Se registr6 un nuevo haplotipo (CCDD1) en la Playa Don Diego en Magdalena, Caribe
colombiano.

Haplotipo Frec.Colombia Colonias anidantes
CC-Al 50% SFL , MX,BRA, MT
CC-A2 37,5% NFL, CS,GA
CCDD1 12,5% Colombia

(SFL= Sur Florida, EE.UU., MX= México, BRA= Brasil, MT= Mediterraneo, NFL= Norte Florida (EE.UU.), CS
=Carolina del Sur, EE.UU., GA = Georgia, EE.UU.) (Encalada et al.,1998)
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Figura 3. Productos de amplificacion de la region de control (D-loop mitocondrial) de la tortuga
Caretta caretta. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio.
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Figura 4. Patron de restriccion in silico de las enzimas HpyCHA4lll (A) y Alul (B) para los haplotipos mas
comunes, CCA1 al CCA10, (secuencias del D-loop mitocondrial) del Atlantico y Mediterraneo. Como se
observa la enzima HpyCHA4lIl (A) produce un bandeo Unico para el haplotipo CCA1, identificandolo. En
B) la enzima Alul no corta el haplotipo CCA3, ya que no existen sitios de restriccion para esta enzima,
pero si corta el haplotipo CCA2 produciendo un bandeo diferente al haplotipo CCAL, identificandolo. Los
haplotipos CCA4 al CCA10 producen bandeos idénticos, por lo que la metodologia no permite su

identificacion.
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Figura 5. Comparacion entre perfiles electroforéticos obtenidos in vitro Vs perfiles obtenidos in silico de
la region control (D-loop mitocondrial) con la enzima Alul a) Patrén de restriccion in vitro para las cinco
tortugas juveniles de C. caretta provenientes de la playa Don Diego y zona de alimentacion lIslas del
Rosario. Se produjeron dos perfiles distintos. b) Perfiles de Restriccion in silico para 9 haplotipos de
poblaciones de la tortuga cabezona en el Atlantico. El haplotipo CCA3 no tiene sitios de reconocimiento
para esta enzima.
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Figura 6. Arbol filogenético de distancia basado en el criterio de Neighbor-Joining teniendo en cuenta el
alineamiento pareados en la herramienta BLAST- buscando las relaciones del haplotipo nuevo CCDD1
con las secuencias reportadas, mostrando una proximidad genética con el haplotipo CCAL y un grupo de

secuencias similar a esta.
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CCAlL e TAGCATATGATCAGTAATGTTGTCGATTAATTTG
ccDD1 TTATTTGITCTTTCCTTATTTACCACTAGCATATGATCAGTAATGTTGTCGATTAATTTG
LA AR R R A SRR RS AR R R R R R R R R R R R R R R R Rl
ccal GCTTTAAACATAAAAATTTATTAATTTTACATAAACTGTTTTAGTTA@ENTGACTATTAT
CccDD1 GCTTTAAACATAAAAATTTATTAATTTTACATAAACTGTTTTAGTTANTHIGACTATTAT
RRRRR R R AR AR RN R AR R R R R AR R R R AR R R AR R AR AR R R AR AR AR d SRR

ccal GGTAATAAGAATGAAAT GA’IATAGGACA’IAAAAITAAACTATTCTCAA

ccDD1 ANTAGGTAATAAGAATGAAATGATATAGGACATAAAATTAAACCLM TATTCTCAA
HR RRRR AR R AR RN AR AR R R R R AR AR R R R R R AR R R AR R R R R R AR AR R R R AR R R R R
CCAl TGAATATCGTCGGEAGTAATAGGTTATTTCTTAGT TCAGCTCATCACGAGAAATAAGCAA
ccop1 TGAATATCGTCGATASTAATAGGTTATTTCTTAGTTCAGCTCATCACGAGAAATAAGCAR
R R AR AR R R AR AARAR AR R AR R R AR R R R R AR R R R AR AR AR R AR R R R R R R R R R R
CCAl CCCTTGTTAGTAAGATACAA IACCAGTTICAGGCC@IMGTCATATCGIACAI
ccDDL CCCTTGTTAGTAAGATACAACMI TACCAGTTTCAGGCCATNTTARGTCATATCGTACAT
R R AR AR R AR A R AR R AR AR AR R AR R AR R AR AR R AR R AR R AR R R R R
CCAl AACTGATCTATTCTGGCCTCTGGTTGTTTTTTCAGGCACATTAAGATAATAAAGTTCACT
CCDD1 ARCTGATCTATTCTGGCCTCTGGTTGTTTTTTCAGGCACATTAAGATAATARAGTTCACT
e e o e e o e e e o e e e e e e e e e e e o o o o o e e o o e e e e e e o e e e o e e e e e e e e e R e e

Cccal CGTTCCTCTTTAAAAGGCCTCTGGTTARATGAGTTCTATACATTAA
ccDD1 COTTC-mmmmmmmmm e e
XEXEEX

Figura 7. Alineamiento multiple secuencia de los haplotipos CCA1 y CCDD1 (Nuevo haplotipo descrito
en este estudio) utilizando la aplicacion CLUSTALW (Thompson et al., 1994), los asteriscos indican
posiciones idénticas en las dos secuencias, y los espacios en blanco indican diferencias nucleotidicas entre
estas posiciones.
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Figura 8a. Arbol consenso obtenido bajo el método de MP. Se muestra la relacion de la agregacion
anidante del Caribe colombiano con otras poblaciones importantes del Atlantico y Mediterraneo. En color
negro se indica el valor bootstrap obtenido por el método de MP y en rojo el valor obtenido por ML. (SFL
MX GR= Colonias anidantes del Sur Florida (EE.UU.), México y Grecia, CA COL = Colonia anidante
Colombia, SCH= Secuencias huérfanas, EE.UU.= Colonia anidante Estados Unidos, CA BR= Colonia
anidante Brasil, CA PAC = Colonias anidantes del Pacifico (Japén y Australia) ZF AN= Poblaciones de
zonas de forrajeo del Atlantico Norte, ZF BR = Poblaciones de forrajeo en Brasil, ZF MED= Zona de
forrajeo Italia, ZF ESP= Zona Forrajeo Espafia, ATL-MED= Secuencias compartidas entre poblaciones
del Mediterraneo y Atlantico, ZF COL= Agregacion zona forrajeo Caribe colombiano).
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Figura 8b. Arbol consenso obtenido bajo el método de MP. Se muestra la relacion de las agregacion de
forrajeo del Caribe colombiano con otras poblaciones importantes del Atlantico y Mediterraneo. En color
negro se indica el valor bootstrap obtenido por el método de MP y en rojo el valor obtenido por ML. (SFL
MX GR= Colonias anidantes del Sur Florida (EE.UU.), México y Grecia, CA COL = Colonia anidante
Colombia, SCH= Secuencias huérfanas, EE.UU.= Colonia anidante Estados Unidos, CA BR= Colonia
anidante Brasil, CA PAC = Colonias anidantes del Pacifico (Japén y Australia) ZF AN= Poblaciones de
zonas de forrajeo del Atlantico Norte, ZF BR = Poblaciones de forrajeo en Brasil, ZF MED= Zona de
forrajeo Italia, ZF ESP= Zona Forrajeo Espafia, ATL-MED= Secuencias compartidas entre poblaciones
del Mediterraneo y Atlantico, ZF COL= Agregacion zona forrajeo Caribe colombiano).
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Figura 9. Patrones Migratorios de la Tortuga Marina C. caretta en el Atlantico teniendo en cuenta los
haplotipos mitocondriales (MED = Colonias del Mediterraneo, COL= Agregacion anidante y de forrajeo
evaluadas en Colombia) (Modificado de Bowen y Karl, 2007).
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ANEXOS

Anexo 1. Publicacion Resumen en la Revista de la Asociacion Colombiana de Ciencias Biologicas.
Memorias XLIV Congreso Nacional de Ciencias Biologicas. Popayan. Octubre 6 a 10 de 20009.

IDENTIFICACION PARCIAL DE LOS HAPLOTIPOS MITOCONDRIALES DE LA TORTUGA
CAGUAMA Caretta caretta (TESTUDINES: CHELONIIDAE) MEDIANTE PCR Y RFLP

HAPLOTYPE IDENTIFICATION OF THE LOGGERHEAD TURTLE Caretta caretta
(TESTUDINES: CHELONIIDAE) USING PCR AND RFLP

Carolina Franco Espinosa y Javier Hernandez-Fernandez

“GENETICA, BIOLOGIA MOLECULAR & BIOINFORMATICA” LABORATORIO DE BIOLOGIA
MOLECULAR, CARRERA DE BIOLOGIA MARINA, FACULTAD DE CIENCIAS, UNIVERSIDAD
JORGE TADEO LOZANO Cra. 4 No 22-61, Bogota, Colombia
*Autor para correspondencia: javier.hernandez@utadeo.eu.co

RESUMEN

C. caretta ha sido categorizada como especie en peligro de extincién, por lo que se han realizado
esfuerzos para implementar planes de manejo y conservacion. En Colombia, se ha realizado estudios de
marcaje-recaptura y demografia de playas de anidacion, es por esto, que este estudio busca complementar
esta informacion con la identificacion de haplotipos mitocondriales que permitan determinar la estructura
poblacional. Se obtuvieron muestras de sangre periférica de juveniles de la tortuga caguama Caretta
caretta pertenecientes a dos zonas del Caribe Colombiano: Santa Marta y la Isla de San Martin de
Pajarales (PNNCRSB) a partir de las cuales se realiz6 la extraccion de ADN gendmico, obteniéndose
entre 9-41 ng/(1 1. Se realizé por PCR una amplificacion de la region de contrd del ADN mitocondrial “D-
loop” utilizando los oligonucledtidos TCR-5 y TCR-6, amplificando un fragmento de aproximadamente
399 pares de bases. Este fragmento fue sometido a una restriccién con la enzima Alul, produciendo dos
patrones de RFLP con dos bandas de pesos entre 145-158 pares de bases. La comparacion de este patron
de restriccion con el RFLP in silico de 34 haplotipos reportados para C. caretta en el Atlantico, present6 la
mejor relacion con los haplotipos CCA18 y CCA19 reportados en tortugas anidantes en Panama y la
Florida, y el otro, con los haplotipos CCA23, CCA24 y CCA25. Sin embargo, se recomienda cortar con
otras enzimas que permitan definir con mayor especificidad estos haplotipos. Este trabajo es un aporte
importante para el conocimiento y valoracion de la biodivresidad de la tortuga cabezona C. caretta en el
Caribe colombiano.
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Anexo 2. Resumen Ponencia Oral. XLV Congreso Nacional de Ciencias Bioldgicas. Armenia. Octubre 5
al 10 de 2010.
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RESUMEN

La tortuga cabezona (Caretta caretta), es una especie marina circumtropical, su compleja
historia de vida y las actividades antropogénicas han ocasionado la drastica disminucion de sus
poblaciones y actualmente es una especie en peligro de extincién. Teniendo en cuenta esta problematica y
la carencia de informacion en el Caribe Colombiano se realizd una caracterizacién haplotipica en
individuos de C. caretta de dos regiones del Atlantico Colombiano: Playa Don Diego (zona de anidacién)
e Isla San Martin de Pajarales (zona de alimentacién) mediante RFLPs y secuenciacion directa. Se
amplifico por PCR, la region control (D-loop mitocondrial) y se realizd un andlisis de restriccion con la
enzima Alul, por otro lado los haplotipos mas comunes para esta zona fueron sometidos a un corte in silico
con las enzimas Alul y HpyCHA4III las cuales generaron un patrén especifico que permitié desarrollar una
metodologia para identificar los haplotipos CCA1 y CCA2, los mas frecuentes en el Atlantico y
Mediterraneo.

El analisis experimental con la endonucleasa Alul gener6 dos perfiles de restriccion, el Perfil 1, mostré
dos bandas claramente separadas con pesos de 236 y 209 pb (N=3) en tortugas de las dos playas
estudiadas, similares a las secuencias descritas para el Sur de la Florida, Brasil y Mediterraneo. El Perfil 2,
mostré dos bandas de 225 y 205 pb similares al patron generado para poblaciones anidantes del Norte de
la Florida (EE.UU.), México y Atlantico Norte. La secuenciacion nucleotidica de la region control
identificd dos haplotipos: CCA1 y CCA2 descritos para las poblaciones anidantes de Meéxico,
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Mediterraneo y Sudeste de Estados Unidos. Se identificé un nuevo haplotipo CCDD1 (C. caretta -Playa
Don Diego) con ~90% de similitud con el haplotipo CCA1l. Los arboles filogenéticos generados por
Méxima Parsimonia (MP) y Méaxima Verosimilitud (ML) muestran una relacion de la agregacion anidante
y de forrajeo en Colombia con las super agregaciones del Atlantico y Mediterraneo, sugiriendo que estas
grandes poblaciones puedan ser la fuente de las agregaciones presentes en Colombia, este hecho pudo
haberse presentado a través de eventos de colonizacién reciente, ayudados por el fuerte comportamiento
migratorio de la especie y las corrientes marinas del Golfo, Caribe y Giro Atlantico Norte. La presencia de
un nuevo haplotipo en la playa anidante de Don Diego sugiere una evidencia de la hipotesis de natal
homing.

PALABRAS CLAVE: C. caretta, ADN mitocondrial, Maxima parsimonia, Region control

Anexo 3. Poster Presentation. 24th International Congress for Conservation Biology: Conservation for
Changing Planet. Edmonton, Canada. Julio 3-5 de 2010.
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Anexo 4.Resumen aceptado en congresos proximos a realizarse en Colombia.

EVENTO LUGAR/FECHA

TRABAJO PRESENTADO

Primer registro de haplotipos

X1V Seminario Nacional de Ciencias yCali (V. Cauca)/Octubre 19-22mitocondriales de la tortuga cabezona

Tecnologias del Mar de 2010

111 Congreso Colombiano de Zoologia 26 de 2010

XLV Congreso Nacional de Ciencias/Armenia  (Quindio)/5 -
Biologicas Octubre de 2010
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Caretta caretta(Testudines:cheloniidae) en
el caribe colombiano

Primer registro de haplotipos

Medellin (Ant.)/ Noviembre 21-mitocondriales de la tortuga cabezona

Caretta caretta(testudines:cheloniidae) en
el caribe colombiano

Haplotipos de la tortuga cabezona Caretta
caretta (TESTUDINES: CHELONIIDAE):
Primer estudio en individuos de las playas
Don Diego (Magdalena) e isla san martin de
pajarales (Bolivar), caribe colombiano



