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1. INTRODUCCION

Las tortugas marinas a nivel mundial, han sido victimas de amenazas constantemente por
actividades antropicas como: pesca incidental con redes de enmalle y palangre, explotacion
de caparazones y alimento (siendo los huevos de mayor interés comercial), ademas de
otros factores como la polucion marina, el turismo, la erosion de playas, la pérdida de habitat
y la alta presencia de desechos organicos, transportados por los rios que desembocan al
mar (Domingo et al., 2006; UICN, 2017). En el contexto nacional, la tortuga caguama,
también conocida como tortuga cabezona (Caretta caretta), se ha reducido
considerablemente, especialmente por la comercializacion de la carne, los caparazones y

el consumo de aceite y huevos (Ceballos, 2003; Ceballos-Fonseca, 2004).

A razén de esta problematica, se han adelantado diferentes estudios como la
caracterizacién de las playas de anidamiento, rutas de migracion, seguimiento satelital,
frecuencia de anidacién y estructura de las poblaciones; para este Ultimo, se utiliza la
biologia molecular junto con la informacién ecolégica y comportamental, permitiendo
comprender el vinculo entre variabilidad genética y la sobrevivencia de la especie,
estableciendo su filogeografia y linajes maternos mediante el uso de marcadores
moleculares (Bowen et al., 1994; Bosch et al., 2005).

Las tortugas marinas, poseen una estructura genética donde las colonias anidantes, se
solapan demograficamente (Bowen et al., 2004); es decir, si una colonia registra valores
altos de diversidad haplotipica, se puede inferir su estado de conservacién y a su vez,
deducir si las areas ecoldgicas (desarrollo, alimentacién, forrajeo y reproduccion) en las que
transitan, son 6ptimas, haciendo de estas, zonas geograficas de gran relevancia a nivel
mundial, con la capacidad de albergar especies amenazadas que requieren proteccion y

manejo sostenible, segun lo expuesto por Bowen et al. (2005) y Bowen y Karl (2007).



El presente estudio, se realiza para optar el titulo de Magister en Ciencias Marinas, de la
Universidad de Bogota Jorge Tadeo Lozano, esto en cuenta, busca evaluar la variabilidad
haplotipica de los especimenes de C. caretta que se encuentran en fase de levante por el
Programa de Conservacion de Tortugas y Mamiferos Marinos — ProCTMM-, mediante el
uso de marcadores mitocondriales, con énfasis en sus areas ecolégicas, en el marco del
Grupo de Investigacion Dinamica y Manejo de Ecosistemas Marino Costeros — DIMARCO,
Categorizado por Colciencias en Al.

2. JUSTIFICACION

A nivel mundial, se ha reconocido la necesidad de proteger las tortugas marinas mediante
convenios internacionales como el CITES (Convention on International Trade in
Endangered Species of Wild Fauna and Flora) (Mazaris et al.,2014) , junto a leyes, decretos
y lineamientos nacionales como el Programa Nacional para la Conservacion de las Tortugas
Marinas y Continentales de Colombia (2002), el cual tiene como vision “lograr en el afio
2022 la conservacion y manejo sostenible de las especies de tortugas en Colombia”
(Ministerio del Medio Ambiente, 2002).

En la Lista Roja de Especies de la Unidon Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza-UICN, C. caretta ha sido clasificada en la categoria “Vulnerable” (VU) (UICN,
2017) y en el Libro Rojo de reptiles amenazados de Colombia de Morales-Betancourt et al.,
2015 como en “Peligro critico” (CR); por lo cual, es indispensable realizar actividades de
investigacion sobre el estado actual de la especie, en procura de generar conocimiento para

su adecuado manejo y preservacion (Naranjo y Amaya, 2009).

La tortuga caguama cumple un rol fundamental dentro del ecosistema marino, esta
posicionada en la parte alta de la red tréfica (Deehr et al., 2014), desarrollando una funcioén
vital al controlar organismos que al proliferarse pueden alterar el equilibrio, ocasionando
pérdidas incalculables, tanto econdmicas como ecoldgicas, tal como ocurre sobre la
influencia de los pastos marinos y sus asociaciones, donde controlan su proliferacion

alimentandose de estos (Heithaus et al., 2014).



Las tortugas marinas, son un bioindicador ambiental (Gonzalez-Zuarth et al., 2014), al
proteger y conservar la especie, se asegurara la preservacion del medio marino en general,
y todos los beneficios que esto conlleva; por otra parte, si se permite que las poblaciones
de tortugas disminuyan (cuellos de botella), su variabilidad genética se vera reducida
también, lo cual las haria susceptibles a enfermedades y cambios climaticos (Povh et al.,
2008; Jamieson, 2011).

Estudios en el campo de la variabilidad genética, ofrecen las herramientas necesarias para
crear programas de conservacion y proteccion de las especies; diversas acciones como la
designaciéon de reservas naturales, el establecimiento de corredores marinos entre
poblaciones aisladas, la reduccion de la contaminacion y la degradacion ambiental, entre
otras, ayudaran a mantener el nivel més alto posible de variabilidad genética y evitar la
extincion, a este campo se le denomina genética de la conservacion y se fundamenta en
tres diferentes pilares: administracion genética de poblaciones pequefias para maximizar la
retencion de diversidad genética y minimizar la endogamia; resolucion de incertidumbres

taxonodmicas y delimitacién de unidades de gestion (Frankham et al., 2003).

Debido a los significativos alcances obtenidos por el ProCTMM, en el tema de conservacion
de las tortugas marinas, se hace relevante mantener la implementacién y desarrollo de
herramientas cientificas de punta que permitan dar continuidad a los estudios de
variabilidad genética de C. caretta, como a la estandarizacién de técnicas no invasivas para
la obtencién de material genético que generen la minima afectacién a los ejemplares
analizados, con el fin de consolidar medidas de manejo mas eficientes, de acuerdo a lo
enunciado por Poschadel y Mdller (2004); Lanci et al. (2012) y Torres-Rodriguez et al.
(2017).

3. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

3.1 GENERALIDADES
3.1.1 Descripcion de la especie C. caretta

La tortuga Caretta caretta (Linnaeus, 1758) o también llamada por su nombre comudn tortuga

caguama, pertenece a la familia Cheloniidae (Figura 1), se encuentra distribuida en zonas



templadas y subtropicales; anida y forrajea en franjas insulares y continentales donde es
frecuente encontrar pastos marinos, algas, arrecifes de coral que albergan gran cantidad
de organismos para su consumo; y como la mayoria de las tortugas marinas, realiza largas
migraciones durante todo su ciclo de vida (Luschi et al., 2003). Es un organismo marino
destacado por su rol ecologico, trasladando productividad entre ecosistemas mediante el
transporte de nutrientes, a través de sus areas ecoldgicas: areas de desarrollo, transito,
alimentacion y forrajeo, reproduccion y anidacion (Deehr et al., 2014). Realiza un aporte de
biomasa representada en huevos no eclosionados y crias que ingresan a la red tréfica,
siendo presas de depredadores marinos y costeros (UICN, 2017).

Figura 1. Tortuga Caretta carretta. Foto archivo ProCTMM (2019)

3.1.2 Areas ecolégicas

Las areas ecoldgicas, estan directamente relacionadas con la historia de vida de la tortuga
y se caracterizan por tener cambios constantes y ontogénicos que, a su vez, influencian
directamente sus diferentes estadios de vida (Congdon et al., 1994). Con respecto a las
areas de anidacion, las tortugas marinas las eligen teniendo en cuenta ciertas
caracteristicas especificas, las predilectas son las playas abiertas y arenosas; de facil
acceso al mar; arena suficientemente himeda y fina que permita la difusion de gases
producidos por los huevos en incubacion; ausencia o muy poca iluminacion artificial; altura
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adecuada que permita el ascenso de las hembras a la misma, pero que no se inunde con
las mareas; y con vegetacion en la zona alta (Mortimer, 1985). La tortuga caguama en
especifico, prefiere litorales con salientes rocosos o arrecifes de baja profundidad que
parecen servirle de orientacion en el mar para llegar a la playa de anidacion; igualmente
prefiere areas de arena de silice, aunque también se ha observado en costas coralinas
(INVEMAR, 2002).

Esta especie en sus primeros afios de vida, se mantiene en areas ecoldgicas de transito,
en un habitat pelagico, a merced de las corrientes, vientos y épocas climéticas, flotando en
nudos de sargazo en mar abierto; a esta etapa se le conoce como los “afios perdidos,”
haciendo referencia a la poca informacién con la que se cuenta, desde el momento que
parten de la playa de nacimiento, hacia mar abierto (Witham, 1980). La evidencia sugiere
que pasan de 1 a 10 afios de su vida aproximadamente, alimentdndose de presas
plantonicas a la deriva, especialmente en frentes y zonas de convergencia durante esta

etapa (Musick y Limpus, 1997).

Se ha logrado demostrar con claridad en las costas orientales de la Florida (USA), el
comportamiento de la tortuga C. caretta en sus afios juveniles; al eclosionar y buscar su
camino hacia mar abierto, ingresa en la corriente de Florida y posteriormente a la corriente
del Golfo para abrirse paso hacia un viaje transocedanico, hasta llegar al océano Atlantico
Oriental (Carr,1987). Posteriormente, permanecen algunos afios en la corriente del
Atlantico Norte, hasta alcanzar una madurez sexual y regresar a sus costas natales por

medio de la corriente Ecuatorial del Norte hacia el Atlantico occidental (Bowen y Karl, 2007).

Al crecer y alcanzar un largo de caparazon entre los 40 cm (en el Atlantico) a 80 cm (en
Australia), se trasladan a aguas menos profundas para alimentarse tanto en suelos blandos
como duros (Bjorndal, 1997). En esta fase adulta, existen dos principales movimientos que
son patrones constantes en la tortuga C. caretta. Se trasladan entre la playa de anidacion
y un area de alimentacion especifica utilizada durante todo el proceso inter reproductivo, en
estos casos, los individuos nadan para completar sus viajes, con una posible adveccion
(transporte) debido a las corrientes; aunque algunas veces, los ayudan a alcanzar su
objetivo rapidamente, de igual manera les proporcionan desafios de navegacién (Hays et
al., 2002; Luschi et al., 2003).
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La tortuga caguama usa especificamente el “Frente de Transicion de Clorofila”, denominado
TZCF por sus siglas en inglés “Transition Zone Cholorophyll Front” y el borde sur de la
“Extension de la Corriente de Kuroshio” o KEC; estas corrientes, cuentan con termoclinas
poco profundas y un fuerte gradiente de temperatura y clorofila, creando aguas productivas
ricas en nutrientes y posiblemente una comunidad bioldgica ideal para su desarrollo. En el
TZCF y la KEC, se forman eddies ciclonicos girando en sentido contrario de las manecillas
del reloj, creando afloramientos en el centro y convergencia en el borde, donde las presas
predilectas de la tortuga suelen concentrarse (Polovina et al., 2004); las mé&s comunes, son
organismos flotantes y los que viajan en asociacion a gasterépodosy cangrejos pelagicos
(Parker, 2002), al igual que anémonas, caballitos de mar, peces, gusanos y camarones, en
arribazones de plantas vasculares, material a la deriva y algas marinas como el sargazo
(INVEMAR, 2002).

3.1.3 Ciclo de vida

Esta especie, se caracteriza por presentar estrategias evolutivas de tipo K, exhibiendo un
ciclo de vida longevo, donde tardan entre 20 y 30 afios en alcanzar la madurez sexual,
produciendo pocos descendientes (Machado y Bermejo, 2012). Es migratoria y posee areas
de anidamiento especificas; donde el sexo es determinado por variacion térmica de la
arena, dado a que no poseen cromosomas sexuales (Alava et al., 2006). La tolerancia
térmica de anidacion oscila entre 25 a 35 °C, temperaturas fuera de este rango pueden ser
letales. Si se registran valores constantes superiores a 32 °C provocara que se produzcan
mas hembras, hasta llegar a la que se conoce como “temperaturas feminizantes”, es decir,
se produciran 100% hembras, por el contrario, si se presentan valores continuos menores
a 28 °C, se obtendra 100% machos, conocidas como “temperaturas masculinizantes”;
mientras que, en valores intermedios, la relacion de machos y hembras es 1:1 (CONAP,
2013). Es relevante sefalar, la influencia del calentamiento global en la incubacién de
huevos, ya que las altas temperaturas a nivel mundial han ocasionado el incremento de
hembras por nido y por consecuente, la disminucion de la fecundidad de los huevos, al

reducirse el niumero de machos (Marquez y Jiménez, 2010).

En cuanto a su fase reproductiva, la tortuga caguama tiene una alta presion depredatoria
sobre sus neonatos; de cada mil huevos, tan solo uno logra llegar a una edad avanzada
(Marco et al., 2009). Al crecer, la especie se ve afectada por factores antropogénicos

previamente relacionados, han disminuido drasticamente en las Ultimas décadas sus
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poblaciones a nivel mundial e impidiendo que se estabilicen naturalmente, aumentando con
ello sus riesgos de extincién (Bell et al., 2006). En regiones como Cabo Verde (Africa),
donde afios atras las playas de anidamiento eran abundantes, hoy han desaparecido
considerablemente (Marco et al., 2008). Caso similar se evidencia en la Florida, donde se
ha reducido mas de un 50 % sus poblaciones y que al ser las del Atlantico una de las 10
metapoblaciones de caguamas mas amenazadas del mundo, se convierte en un tema
alarmante, ya que las mayores concentraciones de anidacion se ubican en Estados Unidos,
reportando aproximadamente el 90 % del esfuerzo reproductor, en esta cuenca oceanica
(Ruiz, 2008).

En el pais la situacion es muy similar, las zonas de anidacion han sido reducidas
drasticamente y en la actualidad, existen en promedio 127 playas de anidacion
representando 534.58 km lineales, lo que corresponde a 32.4 % del total de la linea de
costa del Caribe colombiano; cabe resaltar que esta especie, es la que menos extension de
playa utiliza para anidar, con apenas 360 km aproximadamente y con poca abundancia de
nidos (INVEMAR, 2002).

Los estudios relacionados, se han basado mas en la conservacion de estas especies y sus
habitos reproductivos, proteccion de las playas de anidamiento y zonas de alimentacion,
viéndose tan solo en los Gltimos afios, el interés por su ecologia molecular ante la relevancia
de que cuando el tamafio de una poblacion es relativamente bajo, se pude producir un
efecto cuello de botella y desencadenar cambios en las frecuencias alélicas y en
consecuente, aumentar la probabilidad de endogamia, disminucién de heterocigosidad y

pérdida de diversidad genética (Ceballos-Fonseca, 2004).

3.1.4 Usos del ADN mitocondrial en C. caretta

En primera instancia, es prioritario entender una serie de conceptos relacionados como el
haplotipo, definido como el conjunto de variaciones de ADN, o polimorfismos que tienden a
ser heredados (The international HapMap Consortium, 2003). Los haplotipos mitocondriales
(ADNmt), han sido una herramienta fundamental para la identificacion de colonias anidantes
y su relacion con las zonas de forrajeo; estas colonias han sido determinadas por uno o
mas cambios, en un par de bases nucleotidicas en las secuencias (Franco-Espinosa y

Hernandez-Fernandez, 2017).
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Por medio de esta herramienta, es posible asociar individuos con ciertas regiones
geografias y distinguirlas de cada una de estas poblaciones, teniendo en cuenta la
informacién de los linajes maternos obtenidos de los marcadores mitocondriales (Hatase et
al., 2002a). EI ADNmt, es esencial para evidenciar la estructura genética de las hembras
anidantes, teniendo en cuenta su comportamiento denominado filopatria, que en otras
palabras es la peculiaridad que permite a las tortugas marinas, retornar a su lugar o area
geografica de nacimiento décadas después para anidar (Waser y Jones, 1983); dichos
ejemplares, poseen caracteristicas relacionadas genéticamente con sus ancestros,
compartiendo haplotipos que en éste caso, serian variantes genéticas de una region del
genoma mitocondrial (Okuyuma y Bolker, 2005).

El ADNmt, se caracteriza por ser una molécula circular de doble cadena, la cual contiene
37 genes que codifican para 22 RNA de transferencia (tRNA), 2 RNA ribosomal (rRNA), 13
proteinas y una regiébn no codificable mayor, denominada regién control o D-loop
(Drosopoulou et al., 2012). Estos marcadores (ADNmt), revelan una estructura genética
fuerte entre las colonias anidantes de C. caretta (Bowen et al., 2004; Bowen y Karl, 2007);
su principal objetivo es dilucidar unidades poblacionales y filogenia en multiples animales
(Ruiz, 2008).

Si las poblaciones de C. caretta se ven disminuidas, pueden ocurrir efectos cuello de botella
y disminuir drasticamente su diversidad; adicionalmente, la deriva genética puede afectar
también la variabilidad genética, cambiando de manera aleatoria las frecuencias de
nucleétidos Unicamente por azar, sin importar si dichos cambios sean beneficiosos o
perjudiciales (Hartl y Clark, 1997). Debido a que en poblaciones de mayor tamafo las
fluctuaciones no son tan grandes, se espera que mantengan niveles de variacion genética
mayores que en las poblaciones pequefias (Rocha y Gasca, 2007). La frecuencia de los
haplotipos del ADNmt esta relacionada con estos eventos y brindan respuestas o sefiales
de diferentes procesos a nivel poblacional; adicionalmente, son un eficiente identificador de
patrones de colonizacion, incluyendo los eventos fundadores y los caminos evolutivos de
los linajes (Karl y Avise, 1992; Avise, 2004).

Historicamente ciertos haplotipos basales y ancestrales se han fijjado a determinadas
regiones geograficas a lo largo del mundo, estas areas especificas son catalogadas como

Unidades de Gestion o MU, por sus siglas en inglés Management Units; que en este
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contexto se definen como colonias con diferencias significativas en las frecuencias
haplotipicas del ADNmt (Moritz, 1994), y dichas colonias se consideran aisladas

demograficamente con respecto al reclutamiento materno (Shamblin et al., 2014).

Los marcadores mitocondriales pueden ser utilizados para definir las MUs, debido a que el
hogar materno define los limites de la colonia reproductiva, aunque es posible que ocurran
flujos genéticos entre colonias de anidacion diferentes como lo define el ADNmt, cuando se
mezclan las tortugas en areas de alimentacion y forrajeo, o a lo largo de los corredores de
migracion (Bowen et al., 2005). La caracterizacion adecuada de las MUs, es importante
para definir la escala a la que las colonias deben manejarse como agregaciones
demograficamente autocontenidas, con respecto al reclutamiento de hembras anidantes
(Shamblin et al., 2014); por ejemplo, regiones geogréaficas que albergan altas densidades
de sitios de anidacioén, posiblemente de multiples especies y / o poblaciones genéticas,
merecen la inversion de recursos y de estrategias de conservacion (Wallace et al., 2010;
Hamann et al., 2010).

A nivel global, se han categorizado nueve regiones de anidacion significativas como
Unidades de Gestion Regional (RMU), basadas en consideraciones genéticas,
demogréficas, geogréficas y oceanograficas como se muestra en la Figura 2

Figura 2 (Wallace et al., 2010).

14



Bl vcon Sosmeast

Figura 2. Unidades regionales de gestion multiescala para tortugas caguama Caretta caretta.

1) Océano Atlantico Noroeste, 2) Océano Atlantico Noreste, 3) Océano Atlantico Suroeste, 4) Mar Mediterraneo,
5) Océano Indico Suroeste, 6) Océano Indico Noroeste, 7) Océano indico Sureste, 8) Océano Pacifico Norte, y
9) Océano Pacifico Sur con una décima RMU propuesta para el Océano indico Nororiental para la cual faltan
datos genéticos y biolégicos. Modificado de Wallace et al., 2010.

Diversos estudios basados en fragmentos de 380 pares de bases (pb) de la region control
mitocondrial, han demostrado que ciertos haplotipos se han fijado histéricamente a
determinadas regiones como es el caso del haplotipo CC-A2, que esta presente en todas
las colonias en el Atlantico y el Mediterraneo, excepto en el sureste de los Estados Unidos,
especificamente al norte de Florida y las principales agregaciones de anidacion brasilefias,
donde el haplotipo predominante es el CC-A4 (Reis et al., 2010). De igual manera, el
haplotipo CC-Al es el mas comun y generalizado entre las colonias del Atlantico norte,
segun Bowen et al. (2005); Monzén-Argiiello et al. (2009) y Shamblin et al. (2011).

Las colonias pertenecientes al Caribe colombiano, se consideran parte de la RMU del
Océano Atlantico Noroeste (Conant et al., 2009), y como lo han referido Franco-Espinosa y
Hernandez-Fernandez (2012; 2017), los haplotipos que histéricamente han presentado
mayor frecuencia en la region, son el CC-Al y el CC-A2. Dichos haplotipos ancestrales,
pueden evidenciar diversas sustituciones y modificaciones a lo largo del tiempo, producto
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de caminos evolutivos y condiciones medio ambientales diferentes, dando origen a huevos

haplotipos, tal como lo muestran Shamblin et al. (2011) en la Figura 3.

Ahora bien, para lograr trabajar con el genoma mitocondrial de la tortuga caguama, se
requiere realizar la reaccion en cadena de la polimerasa o PCR; por medio de esta, se
obtienen fragmentos de interés amplificados del ADNmt de la especie (Ruiz, 2008); esta
técnica se aplica una vez extraido el ADN, el cual se obtiene por medio de frotis bucal,
usando un hisopo de algodén que se gira 360° en las bolsas mucosas, debajo de la lengua
del animal. Este procedimiento debe efectuarse sin tanta presion, un contacto mas fuerte

puede causar sangrado en las tortugas (Poschadel y Mdller, 2004).

El frotis bucal es versétil, rapido y permite tomar una muestra con suficiente ADN, sin
perturbar al animal como si sucede con otros métodos invasivos como la toma de tejido
(Lambertsen, 1987) o muestra de sangre (Davis et al., 2001); una ventaja adicional, es su
sencillo almacenamiento y transporte en comparacion; todos los animales deben
mantenerse himedos para evitar la deshidratacion, seguin lo expuesto por Lanci et al.,
(2012).
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Figura 3 Red de parsimonia sin ancestro para haplotipos de tortugas caguama de 800 pares de bases en el
Atlantico, el Mediterraneo y el Océano indico occidental. MED: Mediterraneo, QRMX: Quintana Roo México,
SEUS: Sureste de Estados Unidos, NWATL: Atlantico Noroeste, BRZ: Brasil, CPVD: Cabo Verde, MAS: Masirah
Island (Omén). Tomado de Shamblin et al., 2011.

3.2 ESTADO DEL ARTE

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se implement6 en la década de los 90
(Mullis y Faloona, 1987; Saiki et al., 1988), permitiendo amplificar segmentos de ADN de
importancia para su posterior andlisis, partiendo desde un minimo; sus aplicaciones varian
en los diferentes campos de la ciencia y fue la herramienta clave para las investigaciones

poblacionales en biologia molecular. Posteriormente, se realizaron estudios de la
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composicion genética de las tortugas marinas, llegandose a conocer la organizacion de las
poblaciones en términos de variabilidad y estructura, partiendo de datos genéticos, lo cual

ha posibilitado evidenciar el grado de amenaza de las mismas (Shamblin et al., 2014).

Para la toma de muestras de ADN, usando un procedimiento menos invasivo, Poschadel y
Moller (2004) describieron el protocolo por frotis bucal aplicado en pequefios reptiles y
anfibios, efectuando extracciones exitosas en cuatro especies de Testudinidae, seis
especies de Salamandridae, cuatro especies de Ranidae y una especie de Bufonidae. Estas
muestras se tomaron por medio de un hisopo de algodén ordinario y almacenado en 70 %
de etanol; igualmente otros autores como Lanci et al., (2012) y Torres-Rodriguez et al.,
(2017), trabajaron con tortugas marinas realizando frotis bucal en sus muestreos,
obteniendo muestras de buena calidad y facil manejo.

Meylan et al. (1990), trabajaron la teoria del "Natal Homing" en tortugas marinas,
encontrando un alto grado de estructuracién genética mitocondrial en relacién a sitios
especificos de anidacién, teniendo en cuenta las altas tasas migratorias de estos
organismos, las rutas de desplazamiento y la relacién entre poblaciones, a tal punto que ha
sido posible la identificacion del origen de las tortugas descartadas por pesquerias por

medio de marcadores mitocondriales y nucleares (Garofalo et al., 2013).

Por otro lado, se posibilitd establecer la conectividad entre poblaciones (Meylan et al., 1995;
Bowen et al., 2004; Bowen y Karl 2007), reafirmando el Natal Homing por medio del analisis
de stock mixto (usando un algoritmo bayesiano) sefialando que los juveniles de C. caretta
con frecuencia transitaban la vecindad de su colonia natal, sefialando su reciente
distribucion a través de las cuencas oceanicas en comparacion a otras especies de tortugas

marinas.

Bowen et al. (1993a, realizan su estudio en filogenia molecular de las tortugas marinas
utilizando secuencias de nucleétidos del gen citocromo b, realizando relaciones ancestrales
evolutivas y concluyendo que el ADNmt en las tortugas marinas evoluciona mucho mas
lento en comparacion a otros vertebrados; este ritmo lento de reemplazo de nucle6tidos se

vincula con la longevidad de la generacion y su ritmo metabdlico.
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Bass et al. (1996) trabajaron con la especie Eretmochelys imbricata probando dos hipotesis
sobre la eleccion del sitio de anidacion de las hembras, el “natal homing” y la facilitacién
social; posteriormente Bass y Witzell. (2000) realizan un analisis de stock mixto para
determinar la composiciébn demografica de Chelonia mydas en la Florida por medio de
ADNmt.

Encalada et al. (1998), analizaron 249 secuencias de ADNmt del Atlantico y el
Mediterrdneo, identificando 10 haplotipos entre 1987 y 1993 provenientes de diez
principales areas anidacion, identificando dos linajes filogenéticos distintos.

Yilmaz et al. (2011) investigaron la estructura genética de C. caretta, evaluando las costas
de Turquia y zonas de anidacion cercanas. Analizaron 258 individuos de 18 lugares
diferentes, detectando 7 haplotipos registrados previamente en colonias anidantes del
Mediterrdneo y el Atlantico, con la novedad de 3 haplotipos nuevos identificados para la

region.

En Brasil y Uruguay, Caraccio et al. (2008) evaluaron el ciclo de vida de la tortuga caguama,
a través del analisis 43 secuencias de ADNmt, identificando en la plataforma continental de
Uruguay el haplotipo CC-A4, el cual se encuentra Unicamente en colonias anidadoras de
Brasil, paralelamente en las tortugas provenientes de areas oceanicas se reconocieron
haplotipos que pertenecen a colonias anidadoras distantes como el “CC-A2” (presente en
USA, México, Grecia y Turquia), “CC-A11” (presente en USA), “CC-A33" y “CC-A34” los
cuales se encuentran en el Océano Pacifico, sugiriendo que algunos individuos adultos se
desplazan sobre la plataforma continental realizando migraciones tréficas desde las playas
de anidacién en Brasil hacia latitudes mayores. Sin embargo, tortugas juveniles,
pertenecientes a diversas colonias anidadoras, realizan migraciones troficas hacia areas de

alta productividad en aguas abiertas del Océano Atlantico Sudoccidental.

Matsuzawa et al. (2016) evaltan 555 muestras provenientes de 12 &reas de anidacion
diferentes en el Pacifico Noroccidental, identificando 9 haplotipos de los cuales 1 es
reportado esporadico en colonias anidantes del Pacifico Norte, pero con abundancia en las

costas japonesas.
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Ruiz (2008), desarroll6 su tesis de doctorado, llevando a cabo un analisis regional en el
suroeste de Cuba, en genética poblacional y filogeografia de la tortuga C. caretta y C.
mydas, usando ADNmt y comparando sus resultados con secuencias publicadas a nivel

mundial por la literatura y bases de datos.

En Colombia, las investigaciones se han basado principalmente en caracterizar los habitos
reproductivos de la especie como también en conservar las playas de anidacion y las zonas
de alimentacion (Ceballos-Fonseca, 2004; Rincon-Diaz y Rodriguez-Zéarate, 2004). Por su
parte el Ministerio De Ambiente Vivienda y Desarrollo Territorial, junto con INVEMAR,
generaron el documento “Areas de Anidacién y de Alimentacién de las Tortugas Marinas
en el Caribe colombiano”, en el 2002, asumiendo las directrices referidas en el Programa

Nacional para la Conservacion de las Tortugas Marinas y Continentales del MMA (2002).

Igualmente, se han adelantado estudios de patrones migratorios, analizando el estado de
conservacion de las poblaciones y las historias de vida; al respecto, Lopez et al. (2008),
describen el complemento cromosémico de la especie, mientras que Franco (2010) propone
un modelo para determinar, la relacién de individuos de C. caretta que utilizan playas del
Caribe colombiano como zonas de alimentacion y anidacion, con otras colonias del Atlantico

y Mediterraneo.

En el afio 2011, Lancheros redacta el primer acercamiento para la identificacién taxonémica
molecular de esta especie en Colombia, estableciendo una metodologia utilizando etiquetas
moleculares representadas por el gen mitocondrial COIl, mediante PCR Extra- rapida,
cédigos de barras de DNA y RFLP’s y asi poder determinar, la biodiversidad en el Caribe
colombiano. Martinez-Ortega y Hernandez-Fernandez (2013), estandarizaron marcadores
moleculares RAPD-PCR, aplicando los principios generales del método Taguchi y de esta
manera establecer su estructura genética y el nimero de migrantes entre grupos, donde
lograron aplicar una metodologia estandarizada, resumiendo el nUmero de reacciones para
la consecucion de marcadores moleculares RAPDs, lo cual sirve como guia para estudios

genético-poblacionales futuros.

El ProCTMM, vienen adelantado tesis de grado de estudiantes de pregrado y maestria
como los trabajos de Hernandez (2015); Quintero (2016); Fonseca (2016) y Espejo (2016),

con los cuales se inicia el acercamiento a esta tematica, utilizando como especie de estudio
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ajuveniles de C. caretta, que se encuentran en procesos de levante y posterior introduccién
al medio marino; a través de marcadores mitocondriales, implementando como técnica no
invasiva los frotis bucales para la obtencién del material genético de alta calidad y cantidad,
buscando evaluar la variabilidad genética en de esta especie en la regién de Santa Marta,
donde se logro identificar que las playas de anidacion de Mendihuaca, Don Diego vy
Guachaca, reciben organismos anidantes, provenientes del Mediterrdneo, Noreste Atlantico

y Africa, siendo estas zonas muy importantes también para el forrajeo.

4. PROBLEMA DE INVESTIGACION Y OBJETIVO

4.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Siendo de vital importancia para los procesos de conservacion, generar informacién de
ecologia molecular de la colonia anidante de C. caretta en el sector de Mendihuaca-Don
Diego, cuyos juveniles han sido dispuestos a procesos de levante y posterior introduccién
al medio natural por el ProCTMM, se hace necesario determinar la variabilidad haplotipica
de esta especie, mediante los analisis de la regién control D-loop, en los ejemplares
evaluados, y relacionarlos con otros ejemplares a nivel global y sus posibles areas

ecoldgicas.

4.2 OBJETIVOS
421 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la variabilidad haplotipica de la colonia anidante de C. caretta en Mendihuaca-Don
Diego, que se han dispuesto desde el 2014 a 2018 en fases de levante por el ProCTMM,
mediante el uso de marcadores mitocondriales, y su relacién con otros especimenes a nivel

global y sus areas ecoldgicas.

4.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la variabilidad genética de la colonia anidante de tortugas C. caretta, sector

Mendihuaca — Don Diego, considerando la diversidad haplotipica y nucleotidica.
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Evaluar la relacion genética de la colonia anidante del sector Mendihuaca — Don Diego, con

otras areas de distribucién global.

Relacionar los haplotipos obtenidos de la colonia anidante de Mendihuaca — Don diego, con
las posibles zonas de desarrollo, transito, alimentacién y reproduccién, reportadas a nivel

mundial para la especie.

5. HIPOTESIS

Se espera evidenciar una baja variabilidad genética reflejado en la presencia de los mismos
haplotipos, obtenidos en los estudios previos en el sector, como consecuencia de una
fijacion histdrica correspondiente a los haplotipos basales CC-A2 y CC-Al.

Se espera que la variabilidad genética de la colonia anidante de Mendihuaca-Don Diego
tenga mayor relacion con colonias anidantes del Atlantico Norte y el Caribe, que con

colonias de Asia y Europa.

Las areas ecoldgicas de reproduccion y forrajeo, seran los factores de mayor incidencia en

la informacion disponible sobre la distribucién haplotipica.

6. METODOLOGIA

6.1 AREA DE ESTUDIO

El area de monitoreo abarcé el area de Mendihuaca (11°16’'N y 73°51°0), y Don Diego
(11°16’'N y 73°45’0) en el departamento del Magdalena y hacen parte de la unidad
ecosistémica del Parque Nacional Natural Sierra Nevada de Santa Marta. La informacion
fue recolectada entre el afio 2014 y 2018 ( Figura 4

Figura 4).
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Figura 4. Area de estudio, Sector Mendihuaca-Don Diego, Caribe colombiano. Realizado por Camila
Castellanos.

Durante las temporadas de anidacion se llevaron a cabo las exploraciones de nidadas a
través de recorridos nocturnos donde los huevos fueron transportados por el Programa de
Conservacion de Tortugas y Mamiferos Marinos — ProCTMM- a las instalaciones de la
Universidad Jorge Tadeo Lozano — Acuario Mundo Marino, donde fueron dispuestas en
sistemas cerrados, alcanzando caracteristicas y capacidades adecuadas que proporcionen

su desarrollo en el medio de manera efectiva, aumentando la probabilidad de supervivencia
de los individuos ( Figura 5 Cy D).
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Figura 5).

Se tomaron muestras de frotis bucal 74 muestras correspondientes a 17 nidos de juveniles
de la tortuga marina C. caretta, en la temporada de anidacién de 2018 (afios previos ya
habian sido recolectadas y procesadas las muestras), usando un hisopo de algodén comun
previamente esterilizado y realizando un correcto barrido por toda la cavidad para la toma
de ADN (Figura 5 A).
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Figura 5).

Previamente se efectud una limpieza en el area con agua destilada para remover impurezas
y se introdujo la muestra colectada dentro de un tubo plastico de 1.5 mL para conservarla,
refrigerandose a -20 °C para su posterior analisis. La toma de muestras de ADN, se llevaron
a cabo siguiendo los principios de proteccion animal planteados por Bosch et al. en el afio
2005, teniendo en cuenta que no es invasiva y evita que se genere algun tipo de estrés

agudo sobre el espécimen. Para cada individuo se tomaron tres frotis (muestra y réplicas).

25



Figura 5. A) Toma de muestras de mucosas de tortuga caguama por medio de un hisopo comin. B)
Preservacion del hisopo con la muestra de mucosa previamente tomada. C) y D) Sistemas cerrados de levante
de la especie en las instalaciones de la Universidad Jorge Tadeo Lozano — Acuario Mundo Marino. Fotografias:
ProCTMM.

6.2 ACTIVIDADES A DESARROLLAR
6.2.1 Extraccion de ADN

La extraccion del ADN se llevo a cabo con 74 muestras correspondientes a 17 nidos, se
emplearon dos protocolos diferentes, para el primer procedimiento se utilizaron sales
preservadas en etanol, donde se efectué una digestion inicial de tejido en solucién Lisis
(SDS 2%) y proteinasa K; posteriormente, se incubo por 18 h a 65°C, obteniéndose una
precipitacion de material proteico con solucion de NaCl 5M y una precipitacion de material
genético con Isopropanol para una conservacion final en Buffer TE (Fitzsimmons et al.,
1997); esta metodologia se utilizé para las etapas previas al 2018. El segundo protocolo,
se desarroll6 utilizando el kit de aislamiento de ADN por saliva (Norgen Biotek Corporation,
ON, CA, 2012), siguiendo las instrucciones del producto; este kit proporciona un
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procedimiento rapido y sencillo de columna de centrifugacion para aislar el ADN gendmico

de las muestras de saliva recolectadas (Figura 6).

Figura 6. Kit de aislamiento de ADN por saliva (Norgen Biotek Corporation, ON, CA, 2012).

Las extracciones se revelaron por electroforesis en gel de agarosa al 1 % p/v en solucién
tampén TAE 1X y Gel Red.

6.2.2 Amplificacién del ADNmt mediante la técnica del PCR.

Para el andlisis del ADNmt, se realiz6 la técnica de PCR a 74 muestras de C. caretta, se
evalu6 un segmento de 815 pb de la region control D-loop por medio de la amplificacion en
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) (Saiki et al., 1988) y empleando los primers
disefiados por Abreu-Grobois et al. (2006) LCM15382: (5-GCTTAACCCTAAAGCATTGG-
3'), H950 (5-" GTCTCGGATTTAGGGGTTT-3").

La PCR se desarrollé6 en un volumen total de reaccion de 25 uL, compuesto por 1X de
Buffer, 0.1 X yL de Taq polimerasa, 2mM MgCI2, 0,3 mM dNTP, 0.6uM de cada primer por
cada 2 L de ADN. Los parametros de ciclo de la PCR, iniciaron con 94°C por 5 min seguido
por 35 ciclos iniciando con 94°C por 40 seg, luego 49°C por 45 seg, un ciclo mas de 72°C
por 1 min y un periodo de extension final de 72°C por 1 min. Para la deteccion de los

fragmentos de ADN amplificado, se realizé una electroforesis en geles de agarosa del 2 %
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sumergido en un tampdén TAE 1X durante 35 min a 110 voltios. Se visualiza por exposicion

a la luz UV, efectuando previa tincion en GelRed en un fotodocumentador Biorad TM.

6.2.3 Determinacién de la Diversidad genética de C. caretta en Mendichuaca — Don

Diego

La secuenciacion genética se obtuvo siguiendo el protocolo provisto por Appled Biosystems
(BigDye®Terminator Cycle Sequencing v 3.1 Kit Protocol) y la purificaron por medio del kit
ExoSAP-IT de la casa comercial USB en los laboratorios de la Universidad de Los Andes
en Bogot4, Colombia. La secuenciacion se llevé a cabo en ambas direcciones, tanto forward
como reverse, pero en el momento de editar las secuencias en MEGA 7, se utiliz6 la
direccién forward para lograr estandarizar con el registro histérico de las secuencias de las

etapas anteriores y tenerlas en la misma direccion.

Las 74 secuencias correspondientes a 17 nidos estudiados, se analizaron en el programa
MEGA 7, eliminando el ruido presente mediante edicion y alineando automaticamente
usando la herramienta ClustalW. Ademas, se determin6 el método de evolucion o
sustitucién de nucle6tidos que mejor se ajusta a la matriz de secuencias en el programa
MEGA v. 7 y se verifico su identidad con informacion genética reportada a nivel global a
través de BLAST en GenBank, esta herramienta compara secuencias de nucleétidos o
proteinas con secuencias de bases de datos y calcula la similaridad estadistica (Altschul et
al.,, 1997) y puede ser utilizada por medio de la pagina web del Centro Nacional de

Informacion Biotecnolégica o NCBI por sus iniciales en inglés.

Se caracteriz6 la diversidad genética de los haplotipos a partir de los indices de diversidad
haplotipica (H), diversidad de nucleétido (promedio de diferencias de nucleétidos por sitio
entre dos secuencias) (1) y la diversidad de secuencias (nUmero promedio de diferencias

de nucledtidos entre dos secuencias) (k) mediante el programa dnaSP 5 (Tajima, 1989).

6.2.4 Estructura poblacional de C. caretta en el sector Mendihuaca - Don Diego en

relacién a su distribucion global

El analisis de estructura poblacional se realiz6 mediante distintos enfoques. En primera

instancia, se efectué un andlisis de varianza molecular (AMOVA) con el fin de determinar

los indices de distancia genética, el indice Fst, nos indica el grado de diferenciacion entre
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poblaciones; el Fsc sefala el grado de diferenciacion entre poblaciones dentro de los grupos

formados y Fct para identificar el grado de diferenciacion entre los diversos grupos (Pifiero

et al., 2008), para ello se empled el software Arlequin 3.0 (Excoffier et al., 2005).

Adicionalmente, se realizé una red de haplotipos y se estimé la distribucién geogréfica de
los haplotipos por medio del programa PopART, para determinar la procedencia y
distribucion espacial de la especie con respecto a la informacion previamente depositada

en la base de datos GenBank.

Se relaciond los haplotipos de C. caretta en el norte del Caribe de Colombia con las posibles
zonas de desarrollo, transito, alimentacion y reproduccion, reportadas a nivel mundial para
la especie, y se compararon con colonias anidantes a nivel mundial utilizando informacion

publicada en revistas cientificas y en GenBank (Tabla 3).

6.2.5 Consecucion de informacién secundaria

Se adelantdé una revision exhaustiva sobre la consecucion de informacion historica
disponible (secundaria), con énfasis en las areas ecoldgicas de la especie ya identificadas,
al igual que en bases de datos y direcciones electrénicas con estudios cientificos de esta

pertinencia, buscando su relacién con la estructura haplotipica.

7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 RESULTADOS
7.1.1 Extraccion y Secuenciaciéon

La toma de muestras de ADN a los juveniles de C. caretta por frotis bucal y su posterior
extraccion por medio de los dos métodos planteados, fue exitosa; aun asi, cabe resaltar
gue debido a que el proceso de extraccién por sales demando varios dias en finalizar, se
decidi6 implementar el kit de aislamiento de ADN por saliva, propuesto por Norgen Biotek
Corporation, ON, CA (2012), el cual arroj6 resultados en tan solo horas. Las 74 secuencias
de la region control, fueron analizadas en el programa MEGA 7 y alineadas con ClustalW
(Ver
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Figura 7

Figura 7).

DNASequences Translated Protein Sequences

SpeciesiAbbrv Group Name
35. CC-L4-16-Etapa_11
36. CC-L4-22-_Elapa_11
37. CC-L4-23-Etapa_11
38. CC-L4-24-Etapa_11
39. CC-L4-29-Etapa_11
140.CC-L5-18_Etapa_11
|41, CC-L5-1-Etapa_12
142, CC-L5-20-Etapa_11
143. CC-L5-21-Etapa_11
l44. CC-L5-2-Etapa_12
l45. CC-L6-11-Etapa_11
l46. CC-L6-12-Etapa_11
|47 CC-L6-16-Etapa_11
|48, CC-L6-5-Etapa_11
|49, CC-L6-9-Etapa_11
50. CC-MAG-X-N2-10
51, CC-MAG-%-N2-14
52. CC-MAG-X-N2-38
53. CC-MAG-X-N2-40
54, CC-MAG-X-N4-40
55. CC-MAG-X-N4-45
56. CC-MAG-X-N5-06
57. CC-MAG-X-N5-08
58, CC-MAG-X-N5-09
59, CC-MAGH-N5-33
60. CC-MAG-X-N6-12
61. CC-MAG-X-NG-18
62. CC-MAG-X-NE-21
63. CC-MAG-VIII-635
64. CC-MAG-VII-646

Figura 7. Alineamiento de secuencias de individuos de C. caretta de la region.

Las secuencias consideradas, fueron obtenidas de 17 nidos correspondientes a los
procesos de levante entre los afios 2014-2018, distribuidas en 4 haplotipos, se relacionan
enla Tabla 1.

Tabla 1. Frecuencia de haplotipos de la regién control de la ADNmt de C. caretta a lo largo de los afios 2014-
2018.,
Haplotipos
Afo Etapa Estudio 2.1 43.1 17.1 14
Ind Nido Ind Nido Ind Nido Ind Nido

2014 VIl Hernandez| 4 2 4 1 5 1 0 0
2014 VI Quintero 9 1 0 0 0 0 5 1
2015 IX Fonseca | 10 1 0 0 0 0 0 0
2016 X Fonseca 0 0 0 0 2 1 11 2
2017 Xl Lozano 11 2 5 1 0 0 3 1
2018  Xll Cacante 0 0 0 0 0 0 5 3

Total 34 6 9 2 7 2 24 7

Porcentaje 46 353|12,2 11,8(9,5 11,8|32,4 41,2
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Los haplotipos identificados, se cotejaron por medio de la herramienta BLAST, a través de
la pagina web de NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), y se confirmo la procedencia de los

mismos, tal como lo refiere Shamblin et al. (2014).

En los juveniles de C. caretta evaluados, los haplotipos CCA1.4 y CCA2.1 fueron los més
frecuentes con 7 y 6 nidos respectivamente; estos haplotipos tienen presencia en colonias
anidantes en el Atlantico Noreste, Mar Mediterraneo y Cabo Verde. Ademas, hacen parte
de los llamados haplotipos basales fijados por eventos historicos en determinadas areas
geogréficas. EIl CCA2.1 es el principal haplotipo del Haplogrupo Il, mencionado por
Shamblin et al. (2014).

El haplotipo CCA43.1 se reportd tan sélo en las etapas de levante VIl (2014) y XI (2017)
con dos nidos. Este se ha localizado en el Sureste de Estados Unidos y el mar
Mediterraneo, haciendo parte del Haplogrupo Il derivando del CCA2.1. El otro haplotipo
reportado es el CCA17.1, que al igual que el anterior, se presentdé en dos nidos y fue
registrado en las etapas VIl y X, este se deriva del 1.4, con presencia en Cabo Verde (Tabla
2).

Tabla 2 Haplotipos obtenidos del GenBank con sus cddigos y ubicaciones de reporte (Shamblin et al., 2014)

Haplotipo Gen:ank Procedencia

Atlantico Noreste, Mediterraneo y

CCA2.1  EU179445 Cabo verde

Sureste de Estados Unidos y

CCA43.1 HQ908657 Mediterraneo

CCAl17.1 KF840727 Cabo Verde
CCAl14 EU179439 Atlantico Norte

Adicionalmente, se determiné el modelo T92 Tamura, como el esquema evolutivo ideal, y
se construy6 un arbol de maxima similitud basado en la region control D-loop, usando el
método Bootstrap con 1000 repeticiones, confirmando la clara presencia de 2 grupos,
predominando el haplotipo 2.1 y el 1.4, de los cuales se derivan los haplotipos 43.1y 17.1

consecutivamente (Figura 8).
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CC-MAG-IX-N4-45
63 | CC-MAG-X-L1-20
CC-MAG-IX-N4-40
CCA43.1
CC-MAG-X-L4-23
100 | CCA2.1
CC-MAG-IX-N5-06
CC-MAG-IX-N5-33
CC-MAG-X-L4-11
CC-MAG-VIII-700
CC-MAG-VIII-748
CC-MAG-X-L5-18
CC-MAG-VIII-649
93| CCAL.4
CCA17.1
CC-MAG-IX-N2-10
61 | CC-MAG-IX-N6-12
CC-MAG-IX-N6-18
CM-A5

0.020

Figura 8 Arbol de méaxima similitud basado en la region control del ADNmt de juveniles de C. caretta 'y un
haplotipo externo (Chelonia mydas), usando el metodo Bootstrap con 1000 repeticiones. Arbol resumido, para
la facilidad del lector. Arbol completo en anexos.

7.1.2 Andlisis de informacién secundaria

Los resultados se compararon con datos de colonias anidantes a nivel mundial, reporte de
varamientos y pesca por bycatch; se utiliz6 también informacién publicada en revistas
cientificas y en GenBank (Tabla 3). Adicionalmente, teniendo en cuenta los 4 haplotipos
registrados en el sector Mendihuaca-Don Diego, se compararon e identificaron su
representatividad en las diferentes &reas ecolédgicas alrededor del mundo, informacion

presentada en la Tabla 4

Tabla 3. Tabla comparativa de diversidad haplotipica y nucleotidica de diferentes poblaciones de C.
caretta. Donde Nidos = nimero de nidos; H = nimero de haplotipos; DH = diversidad haplotipica;
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= diversidad nucleoctidica (Yilmaz et al., 2011, Monz6n-Argiello et al., 2012; Garofalo et al., 2013;
Shamblin et al., 2014; Clusa et al., 2018).

Ubicacion Nidos H DH 14 %
Albania 2 2 1 0,00162 0,162
Brasil 5 2 0,9 0,00228 0,228
Canarias 4 3 0,833 0,0336 3,36
Cabo Verde 10 4 0,867 0,00445 0,445
Francia 2 2 1 0,04568 4,568
Grecia 1 1 & & &
Israel 4 4 1 0,0035 0,35
Italia 6 6 1 0,01925 1,925
Japoén 2 2 1 0,01066 1,066
Kuwait 1 1 * * *
Libano 2 2 1 0,00323 0,323
At,@:ig’o 39 22 0,937 0,02428 2,428
Oman 3 3 1 0,0348 3,48
Sur Africa 1 1 * * *
Turquia 2 2 1 0,00484 0,484
Colombia 17 4 0,669 0,02666 2,666

Tabla 4. Haplotipos de C. caretta registrados en Gen Bank, por distintos autores con sus lugares

de procedencia y zona ecolégica correspondiente

Haplotipo Procedencia Zona ecolégica Autor
ltalia Alimentacion Splendiani, A et al.,
y captura incidental 2017
Atlantico Allmen_tac_lon LaCasella et al. 2013:
Norte y captura incidental
Aﬁ?&go Anidacion y alimentacion Shamblin et al.,2014
Atlantico Anidacion y alimentacion Shamblin et al.,2011
Norte
CC-AZ1 Alimentacioén y captura
Albania taciony cap Yilmaz et al.,2012
incidental
Israel Allmen.tacllon Garofalo et al., 2013
) y captura incidental
Sur Africa Anidacién y alimentacion Shamblin et al.,2014
Canarias Anidacion, a_hm_entacmn y Monzén et al.,2009
captura incidental
Colombia Anidacion Presente estudio
Atlantico Anidacién, alimentacion y .
CC-A43.1 Norte captura incidental Shamblin et al., 2011
Colombia Anidacion Presente estudio
CC-AL4 Atlantico Anidacién, a_llm.entauon y LaCasella et al. 2013
Norte captura incidental
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Canarias Anidacion y alimentacion Monzédn et al., 2010
Anidacion, alimentacion y

Italia . Maffucci, F et al., 2006
captura incidental
Colombia Anidacién Presente estudio
Anidacion, alimentacion y .
CC-A17.1 Cabo Verde captura incidental Monzén et al., 2009
Colombia Anidacién Presente estudio

En total se analizaron 100 nidos, donde la colonia anidante de Mendihuaca-Don Diego
aporté 17 nidos diferentes y registré el valor mas bajo de diversidad haplotipica (0,669);
Albania registro el valor mas bajo de diversidad nucleotidica con un 0,00162 (0,162 %),
aungue es importante sefialar que tan so6lo aporté 2 nidos con un mismo haplotipo para el
estudio, junto a Francia, Libano. Dichas regiones con tan solo un haplotipo registrado,
limitan a la hora de sacar conclusiones claras, pero estos territorios y registros
aparentemente no hacen parte de zonas de anidacion establecidas, pero si forman parte

de areas ecoldgicas de transito, alimentacion o desarrollo (Al-Mohanna y George, 2010).

Para el andlisis varianza molecular o AMOVA, fue necesario establecer agrupamientos de
secuencias segun el pais y agrupamientos poblacionales en relacion a su cercania
geografica, asociando en el grupo 1 a Albania, Grecia e Italia; el grupo 7 a Israel, Libano y
Turquia; y el grupo 9 a Kuwait y Oman; para las demas regiones no se realizaron

agrupaciones, se trabajaron como colonias independientes (Tabla 5).

Tabla 5. Andlisis de varianza molecular (AMOVA) para los once grupos establecidos (Grupo 1: Albania, Grecia,
Italia; Grupo 2: Brasil; Grupo 3: Canarias; Grupo 4: Cabo Verde; Grupo 5: Colombia; Grupo 6: Francia; Grupo
7: Israel, Libano, Turquia; Grupo 8: Japén; Grupo 9: Kuwait; Oman: Grupo 10: Noratlantico; Grupo 11: Surafrica.

Fuente de
Variacion

Componentes Porcentaje

) L F-Estadistico P
de varianza de variacion

d.f.

Entre Grupos 10 6,55614 48,63 FCT 0,48630 0,0000
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Entre
poblaciones 5

-3,61723 -26,83 FSC -0,52231 0,05181+0,00733
dentro de
grupos
Dentro de 142 10,54272 78,20 FST 0,21799 0,0000
poblaciones
Total 157 13,48163 0

El andlisis de AMOVA se efectué con 1023 permutaciones, arrojo los indices de fijacion
gue se relacionan en la Tabla 6; asimismo, se obtuvo una matriz de comparaciones
pareadas Fst, usando como método de distancia el modelo evolutivo Tamura, con un nivel
de significancia de p= 0.05. Los valores Fct = 0,48630 y Fst = 0,21799, indican un alto nivel
de diferenciacion entre grupos (48.6 %) y dentro de las poblaciones consecutivamente (78.2

%), sefialan una alta variacion en las secuencias evaluadas.

La matriz de distancia genética resultado del AMOVA corrobor6 esta alta diferenciacion y a
partir de esta informacién se logré elaborar un arbol de relacion evolutiva de taxones,
resumiendo la informacion presentada en la Tabla 6, usando el programa MEGA 7; este se

dedujo usando el método Neighbor-joining o vecino mas cercano (Figura 9).

35



Tabla 6. Comparacion de colonias anidantes de la tortuga C. caretta a nivel mundial por el método Tamura. ALB: Albania; BRA: Brasil, CAN: Canarias, CAP: Cabo
Verde; COL: Colombia, FRA: Francia, GRE: Grecia, ISR: Israel, ITA: Italia, JAP: Japon, KUW: Kuwait, LIB: Libano; NAT: Noratlantico; OMA: Oman, TUR: Turquia,

SAF: Surafrica.

ALB BRA CAN CAP COL FRA GRE ISR ITA JAP KUW LIB NAT OMA TUR SAF
ALB | 0,000

BRA | 0,979 0,000

CAN | 0139 0,376 0,000

CAP | 0,944 0636 0,466 0,000

COL | o086 0373 0104 0383 0,000

FRA | 0150 0581 0448 0615 0197 0,000

GRE | 1000 0,975 0211 0939 0083 0644 0,000

ISR | 5055 0951 0315 0035 0190 0394 0110 0,000

ITA | 0221 0724 0041 0778 0033 0037 0636 0053 0,000

JAP | 0859 0,887 0,253 0,867 0,315 0,173 0,720 0,855 0,511 0,000

KUW | 1000 0765 0402 0220 0117 0650 1,000 0923 0525 0643 0,000

LB | 0667 0966 0114 0036 0111 0063 0336 0151 0,186 0834 0038 0,000

NAT | 0002 0430 0068 0466 0004 0182 0259 0115 0021 0320 0213 0027 0,000

OMA | 0320 0271 0272 0388 0025 0387 0075 0486 0194 0174 0894 0298 0017 0,000

TUR | 0500 0967 0152 0939 0129 0122 1,000 0034 0201 0822 0940 0335 0026 0302 0,000

SAF | 0000 0074 0286 0937 0191 0700 1,000 0429 0839 0717 1,000 0335 0342 0081 0001 0,000

36



‘ Brasil

‘Canarias

Cabo Verde

Colombia

Atlantico Morte

Sur Africa

0.050

Figura 9. Arbol del vecino mas cercano mostrando la relacién genética de diferentes poblaciones cercanas de
C. caretta.

La Figura 9 representa la semejanza entre las colonias anidantes en el Atlantico Oriental y
Occidental, formando dos grandes grupos, sin un patrén aparente como lo mencion6
Shamblin et al. (2011). Las colonias anidantes de Colombia presentan mayor proximidad
genética con las colonias del Atlantico Norte y Sur Africa, por otro lado, los nidos evaluados
en Cabo Verde e Islas Canarias tienen cercania a las colonias anidantes de las costas

brasileras.

Usando el software PopArt, se utilizaron las secuencias recolectadas y se graficaron los
diferentes haplotipos y sus distancias genéticas. El programa arrojo la red de haplotipos

(Figura 10), donde claramente se visualizan dos haplogrupos diferentes tal como lo sefiala
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Shamblin et al. (2014). Las diferentes sustituciones entre haplotipos se sefialan entre
paréntesis, teniendo en cuenta que hay 1 sustitucion entre haplotipos que no llevan nimero

en la grafica.

10 samples
1 sanple
® Abania
O Brasll
® Canarias
® Cabo Verde
® Colombia

® Noratlantico
® Oman

® Surafrica

O Turquia

Figura 10 Red de haplotipos usando secuencias de la region control de ADNmt en la tortuga C. caretta. El
namero en paréntesis se refiere a las sustituciones que existen entre los diferentes haplotipos.

Los haplotipos 1 y 6 hacen referencia al 2.1 y 1.4 respectivamente, las diferentes
agrupaciones de haplotipos, se muestran en la Tabla 7.
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Tabla 7. Descripcion de agrupacion de haplotipos, relacionados con el presente estudio.

2.1;2.2;23;2.4;25;2.6; A2.1; A9.1:
Hap_1: A2.8;A2.9;2.11;2.12;5.1; A6.1; Hap_11: A64.1 Hap_21: 26.1 Hap_31: 42i'
10.1;10.4 ’
A3.1; A3.2; A36:
Hap_2: 24.1;A24.1 Hap_12: A32.1; 36.1; Hap_22: 68.1 Hap_32:
36.2 44.1
Hap_3: A4.1;A4.2;A4.3 Hap_13: 50.1 Hap_23: A8.1 Hap_33: |[51.1
Hap_4: 47.1; A47 Hap_14: 65.1 Hap_24: 12.1 Hap_34: |[59.1
Hap_5: A46 Hap_15: A29.1 Hap_25: 13.1 Hap_35: |[60.1
. 1.1;A1.2;1.3; A1.3; 1.4; AL5; . . . || A7.1;
Hap_6: AL6: AL7: AL8: ALO Hap_16: 31.1 Hap_26: 14.1 Hap_36: 79
Hap_7: 11.2;11.7; A11.1; A115;11.6 Hap_17: 71.1 Hap_27: 20.1 Hap_37: ||A115
Hap_8: 11.3;17.1; A17.2 Hap_18: AZ28.1 Hap_28: 21.1 Hap_38: ||A15.1
. . . 215 .
Hap_9: 43.1 Hap_19: 1.1 Hap_29: A7 1 Hap_39: || A53
Hap_10: A63.1 Hap_20: 71 Hap_30: 41.1 Hap_40: ||A72.1
Hap_41: || 72.1

El mapa de distribucion espacial de los 41 haplotipos reportados, evidencia que 13
haplotipos se comparten alrededor del mundo y 28 son “privados”, es decir aquellos que
son exclusivos para determinada region y no se encuentran reportes en ninguna otra parte

(jError! No se encuentra el origen de la referencia.). La descripcion completa de que

haplotipos estan presentes en cada region, se encuentra en la Tabla 8.
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Figura 11. Distribucion espacial de haplotipos analizados en la tortuga C. caretta mediante la region control de

ADNmt.

Tabla 8. Descripcién de haplotipos por region geografica en la tortuga C. caretta, con su frecuencia entre

paréntesis.
NUmer_o de _ Hap
Lugar h:_:\plotlpos Haplotipos Totales
diferentes
Albania 1 Hap_1 (2) 2
Brasil 2 Hap_2 (1), Hap_3 (4) 5
Canarias 3 Hap_1 (1), Hap_4 (2), Hap_5 (1) 4
Cabo Verde 4 Hap_2 (1), Hap_6 (6), Hap_7 (1), Hap_8 (2) 10
Colombia 4 Hap_1 (34), Hap_6 (24), Hap_8 (7), Hap_9 (9) 74
Francia 2 Hap_10 (1), Hap_11 (1) 2
Grecia 1 Hap_12 (1) 1
Israel 4 Hap_1 (1), Hap_13 (1), Hap_14 (1), Hap_15 (1) 4
Italia 6 Hap_1 (2), Hap_6 (1), Hap_16 (1), Hap_17 (1), Hap_18 (1) 6
Japon 2 Hap_19 (1), Hap_20 (1) 2
Kuwait 1 Hap_1 (1) 1
Libano 2 Hap_21 (1), Hap_22 (1) 2
Hap_1 (9), Hap_6 (3); Hap_7 (2), Hap_8 (1), Hap_9 (4), Hap_12
(3); Hap_23 (1), Hap_24 (1), Hap_25 (1), Hap_26 (1), Hap_27 (1),
Hap_28 (1), Hap_29 (2), Hap_30 (1), Hap_31 (2),Hap_32 (2),
Atlantico 29 Hap_33 (1), Hap_34 (1), Hap_35 (1), Hap_36 (2), Hap_37 (1), 39
Norte Hap_38 (1)
Oman 3 Hap_7 (1), Hap_40 (1), Hap_41 (1) 3
Sur Africa 1 Hap_1 (1) 1
Turquia 3 Hap_9 (1), Hap_12 (1), Hap_39 (1) 3
7.2 DISCUSION

Se identificaron 4 diferentes haplotipos, a partir de las secuencias obtenidas de las tortugas

dispuestas a procesos de levante e introduccion al medio marino, entre el afio 2014 a 2018;

dichos resultados corresponden, a los 2 haplogrupos mencionados por Shamblin et al.

(2011); el haplotipo 1.4, hace parte del haplogrupo 1y el 2.1 al haplogrupo Il, y a su vez, se

derivan los haplotipos 17.1 y 43.1 respectivamente.
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La diversidad haplotipica para todas estas secuencias denominadas COL, fue de 0,669 y
la diversidad nucleotidica 0,02666; este resultado es bajo si se compara con los datos de
la colonia del Noratlantico (nidos=39, DH=0,937 y m = 0,02428, con 22 haplotipos
diferentes), evidenciando la importancia ecologia de dicha colonia, reafirmando lo sefalado
por Wallace et al. (2010), quienes determinaron las unidades regionales de gestion para la
especie (Figura 2) e incluyeron el Atlantico noreste, dentro de sus estudios, ratificando lo
referido por Murphy y Hopkins (1984), quienes catalogan la region completa como el
segundo agregado reproductivo mas grande de tortugas caguama a nivel global, con
aproximadamente 35000 hembras anidantes.

Otros resultados fueron presentados por Encalada et al. (1998) en su andlisis con
poblaciones del Atlantico y el Mediterraneo, registrando valores de 0,67 (DH) y 0,0232 (n)
con 249 ind analizados y 10 haplotipos identificados; datos similares a los reportados en el
actual estudio, cabe resaltar las diferencias que pueden existir, debido al tamafio de la
muestra y haplotipos resultantes.

La colonia del Atlantico Norte cuenta con un gran numero de haplotipos, pero su
representatividad alrededor del mundo es baja; ningun otro lugar cuenta con tal diversidad,
sugiriendo un area ancestral de desarrollo de la especie, sujeta a diversas mutaciones a lo

largo del tiempo (Bowen et al., 1993b).

En el sector Mendihuaca-Don Diego desde el 2014 hasta la fecha, se han reportado los
mismos cuatro haplotipos con variaciones en la frecuencia, dependiendo el afio como se
presentd en la Tabla 1. La baja variabilidad genética es el reflejo de la fijacién histérica en
la region correspondiente a los haplotipos basales CC-Al y CC-A2. Datos semejantes a los
obtenidos por Bass et al. (2004), donde no encontraron diferencias en la composicién
genética en las areas de forrajeo en el complejo estuarino Pamlico-Albermale en Carolina
del Norte (USA), en un lapso de 3 afios de estudios, sugiriendo que las diferencias
temporales en la estructura genética de las zonas de forrajeo, puede ocurrir sélo en escalas
mayores de tiempo; cabe resaltar que también trabajaron con un marcador genético
mitocondrial, el cual aporta informacion de la parte materna. Para evidenciar cambios de
diversidad haplotipica en lapsos tan cortos de tiempo es necesario utilizar un marcador

diferente, como los microsatélites.
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El sector evaluado en el pais alberga 2 haplogrupos, cada uno con 2 haplotipos; donde el
CC-A2 es el mas frecuente y el que tiene mayor distribucién a nivel mundial: Albania (Yilmaz
et al.,2012), Islas Canarias (Monzon et al 2009) , Israel (Garofalo et al., 2013), Italia
(Splendiani, A et al., 2017) , Noratlantico (LaCasella et al.,2007; Shamblin et al.,2011;
Shamblin et al.,2014 , y Suréfrica (Shamblin et al.,2014), tal como lo sefiala la Tabla 4.

Lo anterior sugiere que las tortugas nacidas en el Sector Mendihuaca-Don Diego, una vez
introducidas al medio natural, pueden alcanzar el Giro del Atlantico Norte, usando las
corrientes del Caribe y del Golfo de México; desplazandose hacia latitudes mayores. para
luego seguir su ruta a través de la corriente de Canarias, hacia Europa y Africa, para
seguidamente encontrarse con la corriente Norecuatorial, cerrando el giro de regreso con
la corriente del Caribe (Witt et al., 2010

Las diferencias haplotipicas (

), se deben a mutaciones que ocurren a lo largo del tiempo; estas modificaciones estan
ligadas a procesos histéricos, climaticos y geoldgicos. Durante la glaciacion ocurrida en el
Pleistoceno, la tortuga C. caretta se aislé climaticamente y geograficamente entre el océano
Atlantico e indico, dicha divergencia ocurri6 hace 3 millones de afios aprox (Bowen et al.,
1994); consecuentemente, cada descendencia evolucion6 de manera independiente
(Encalada et al., 1998); luego, el aumento en la temperatura global durante periodos
interglaciares, permitié la expansion de la especie a latitudes mas altas, y el establecimiento
de un corredor marino alrededor de Sudafrica, que se vio facilitado por la amplia tolerancia

de la tortuga, a soportar aguas templadas en comparaciéon a otras especies (Ruiz, 2008).

Las tortugas marinas siguen la ruta de las corrientes ocednicas, hacia sus areas de
reproduccion y forrajeo, pero existen diversos factores adicionales que generan un desafio
de navegacion como lo son las tormentas, huracanes y fendmenos metereolégicos
(Monzon-Arguello et al., 2012). Dichos eventos pueden desviar sus migraciones, mas aun
cuando los pronosticos actuales tienden a acrecentarse, aumentando cada vez mas la
dispersion de los animales marinos que se encuentran cerca de la superficie del océano
(Witt et al., 2010). En algunas ocasiones, varamientos y extrafias observaciones en lugares
poco habituales, tienen como explicacion las tormentas tal como ocurre frecuentemente en

el Golfo de Vizcaya, ubicado en la frontera norte entre Francia y Espafia, donde se han

42



encontrado reportes de la tortuga caguama, segun Monzon-Arguello et al. (2012), lo anterior
responde a una mezcla de factores meteorolégicos y oceanogréficos, cuya relacion se
visualiza en el analisis de la Figura 12, en la primera imagen (a), se aprecia el recorrido de
las corrientes marinas en un periodo de 3 afios de estudio; claramente se observa un
desplazamiento hacia Europa occidental en la siguiente imagen (b) se evidencia una serie

de tormentas (11) originadas en Cabo Verde, entre el 2000 y el 2008.
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Figura 12 Andlisis oceanogréfico y meteoroldgicos del Atlantico Norte para rastrear movimientos superficiales
alrededor del Golfo de Vizcaya (circulo naranja) y Cabo Verde (circulo rojo). (a) Simulacion de trayectorias de
corrientes marinas durante los 3 afios del estudio, y (b) Seguimiento a 11 tormentas originadas en Cabo Verde
entre el 2000 y 2008. Modificado de Monzén-Arguello et al., 2012.

Es evidente el efecto de los fendmenos climéaticos en la dispersion de las tortugas marinas
alrededor del mundo, pero también lo estocastico de los mismos. Un caso particular, es la
ausencia del haplotipo 17.1 en los afios 2017-2018, pero presente en los afios 2014 y 2016
por los trabajos realizados por el ProCTMM. Los factores metereolégicos cumplen un rol
fundamental en los movimientos trasatlanticos y su prediccion, se vuelve cada vez mas
aleatoria; las tortugas marinas pueden estar en medio de una tormenta y perder su rumbo,
llevandola quizés a latitudes muy altas, donde temperaturas frias pueden causar la muerte
(Witt et al., 2007). Huracanes como el Matthew en el segundo semestre de 2016 el cual
llego a categoria 5 en el Caribe ocasionando pérdidas millonarias y forzando a la
evacuacion de méas 3 millones de personas solo en Estados Unidos son el claro ejemplo de

estos fendbmenos (Thomas et al., 2019), la exposicion a tormentas de gran magnitud puede
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acarrear impactos negativos considerables en la reproduccion de la especie y las tortugas
marinas en general, disminuyendo el porcentaje de eclosion y la productividad en general
(Fuentes et al., 2019)

Estos eventos climéticos, afectan las areas de reproduccion y forrajeo (Martin, 1996); e
inclusive cambios antropogénicos como pérdida de playas de anidacién y contaminacion
marina, pueden modificar los patrones de desplazamiento como el “natal homing” (Monzén-
Arguello et al., 2012) ; en Colombia, la pesca ilegal y comercializacion de sus huevos, carne
y caparazon, han sido parte de la problematica ambiental (Ceballos, 2003; Ceballos-
Fonseca, 2004), a pesar de esto las costas del pais, se ratifican como zonas de anidacion
de gran importancia a nivel global; el albergar en el sector del Caribe colombiano evaluado
(Mendihuaca-Don Diego) cuatro diferentes haplotipos de la misma especie de tortuga, lo
hace comparable con lugares como Brasil, Cabo Verde o las Islas Canarias.

Regiones en Brasil con una alta diversidad DH=0,9 con 5 secuencias y 2 haplotipos
diferentes, lo ubican como una zona de relevancia en la zona, similar a la identificada en
las Islas Canarias y Cabo Verde que cuentan con valores de DH=0,833 y DH=0,867
respectivamente; particularmente las colonias anidantes de la costa Atlantica brasilera,
hacen parte de una de las mas largas areas de anidacion en el mundo, de esta especie con
las mayores abundancias (Marcovaldi y Chaloupka, 2007); es por ello que la legislacion
brasilera, tomé6 acciones para proteger a la especie y en 1980 implementd el proyecto
TAMAR-IBAMA; esta ley involucrd a la comunidad realizando monitoreos en playas de
anidacion de tortugas marinas, protegiéndolas de la predacién de zorros, la caza furtiva y
la destruccion de habitats naturales en un largo periodo de tiempo; estas acciones
relativamente simples y poco costosas, han contribuido en su conservacion (Marcovaldi et
al., 2005)

La historia evolutiva de la especie en el pais vecino, sugiere que fue colonizada
recientemente, a través de la corriente caliente de Brasil que viene de Norte a Sur, y se
deriva de la corriente Sur Ecuatorial; adicionalmente, durante épocas glaciales, la tortuga
caguama se expandio hacia latitudes mas altas, como sucedi6é con colonias en USA, similar
comportamiento ocurrio hacia las cosas brasileras (Reis et al., 2010); asi mismo, se explica
su baja diversidad nucleotidica (r: 0,00228) por una reciente colonizacion; las areas

ecoldgicas de alimentacién y forrajeo, generalmente evidencian indices de diversidad mas
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altos que las colonias anidantes, debido a que estas ultimas, albergan las hembras con
comportamientos filopatricos y las areas ecoldgicas reciben individuos de diferentes

colonias de origen (Reis et al., 2010).

La informacién presentada en la Figura 11 refleja la directa relacion genética entre las
tortugas de la colonia anidante de Mendihuaca-Don Diego con las tortugas marinas del
Atlantico Norte y el Caribe, al compartir todos haplotipos presentes en la region; siguiendo
la 16gica por su proximidad y la conexion directa por corriente marinas, pero cabe resaltar
que el haplotipo CC-A2 se reporta tanto en Europa como en Sur Africa, producto de una
expansion poblacional a latitudes mas altas y el ingreso y establecimiento ancestral de
tortugas al Mar Mediterrdneo aproximadamente hace 12 mil afios provenientes de stocks
poblacionales del Atlantico Occidental (Bowen et al., 1993b; Carreras et al., 2007).

Los registros de C. caretta en el mar Mediterraneo, pertenecientes a Albania, Grecia, Israel,
Italia, Libano y Turquia, cuentan con una baja diversidad evidenciada en la Tabla 3; donde
el CC-A2 fue de los primeros haplotipos en colonizar y ser el mas dominante en la region;
paralelamente el haplotipo CC-A3 también hace presencia en la zona, especialmente en
Turquia y recientemente en Grecia, pero con menor frecuencia, sefialando que deriva del
CC-A2.1 e indicando el reciente aislamiento de las poblaciones del Mediterraneo con el

resto del mundo (Yilmaz et al., 2011).

Cabe resaltar que Yilmaz et al. (2011), sefialaron la exclusividad de la presencia del
haplotipo CC-A3 en Turquia y en el presente estudio, se evidencia en Grecia, sugiriendo
alli una nueva colonizacion y expansién poblacional de la especie, producto de cambios en
los patrones filopatricos y condiciones adecuadas de anidamiento, consecuencia de un
posible nuevo efecto fundador; adicionalmente, esta reciente estructura genética, sugiere
un corredor de zonas de alimentacion en el Mediterrdneo, consecuencia del patrén de

corrientes superficiales y masas de agua (Carreras et al., 2006).

Las tortugas marinas del Atlantico, ingresan en el mar Mediterraneo por medio del Estrecho
de Gibraltar (Bolten, 2003), atravesando las islas de Azores y Madeira, regiones autbnomas
de Portugal; una vez, en el Mediterraneo occidental, se mezclan con las tortugas de la

region, a razon de la topografia heterogénea de la zona y las diferentes cuencas,
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caracterizadas por diferentes masas de agua, conectadas por dos corrientes superficiales
considerables (Millot, 2001).

La cuenca de Algeria, se llena de aguas provenientes del Atlantico con baja salinidad y fluye
hacia el este a través de la costa norte africana, por otra parte, la corriente Liguro-Provencal,
ubicada en la costa europea, fluye de este a oeste atravesando el mar Tirreno, el mar de
Liguria y el mar Baleérico con aguas saladas del mediterrdneo, ocasionando una
heterogeneidad (Millot, 2001) y afectando la distribucion de plancton en la zona, formando
aguas productivas ricas en nutrientes ideales para la especie (Polovina et al., 2004).

reafirmando esta regiobn como un area ecolégica de forrajeo de gran relevancia.

Las areas de forrajeo en el Mediterraneo occidental, son compartidas por tortugas
provenientes del Atlantico; haplotipo CC-A2 en su mayoria; y el Mediterrdneo, pero se
diferencian entre ellas por longitud en su caparazon (Carreras et al., 2007). El estrecho de
Gibraltar, presenta algunos desafios de navegacion para aquellas tortugas inmaduras con
una longitud de caparazén menor a 40 cm, a causa de su flujo permanente de agua
superficial de oeste a este (Bolten, 2003), lo cual ha sido evidenciado con el uso de
rastreadores satelitales, ya que el paso del Mediterraneo al Atlantico, es extremadamente

limitado (Margaritoulis et al., 2003).

La dispersion del haplotipo CC-A2, se ve disminuida sustancialmente con direccién este, la
corriente Liguro-Provecal por lo contrario, es utilizada como un atajo que acelera el
transporte de tortugas hacia el Mediterrdneo occidental (Carreras et al., 2007); por
consiguiente, aquellas tortugas juveniles que se desplazan a las zonas de forrajeo, se ven
involucradas en la captura incidental, aumentando su mortalidad. Es por ello que debe

considerarse una prioridad, proteger a la colonia del Mediterraneo oriental.

El desplazamiento de las tortugas marinas, puede ser sorprendente en algunas ocasiones,
asociado al incremento de la temperatura global y fendmenos climéaticos como se mencioné
anteriormente; se han registrado reportes en Surafrica y Kuwait, donde en los dos casos el
haplotipo CC-A2 proviene de las colonias anidantes del Noratlantico; transitan por el
Océano Indico, usando la corriente Norecuatorial para llegar a la corriente de Agulhas en
Africa oriental y su vez llegar a Suréfrica, tomando luego la corriente de Benguela y seguir

su rumbo hacia el Atlantico norte (Bowen et al., 1994; Al-Mohanna y George, 2010).
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En este recorrido, se encuentra una de las mas grandes colonias anidantes del mundo, en
la Isla Masirah (Oman) con aprox 30000 nidos por afio (Ross y Barwani, 1982); justificando
el alto valor de diversidad nucleotidica, 1r: 0,0348 (Tabla 3). Rees et al. (2010), en su estudio
de comportamiento de tortugas caguama, identificaron la dispersion de hembras adultas y
sus comportamientos pre y post-anidacion, evidenciando su movimiento cercano hacia
areas de forrajeo; dichos movimientos, fueron constantes hacia habitats pelagicos y
neritico-costeros durante la fase posterior a la anidacion; el area de desplazamiento, abarco
el Golfo de Arabia, el Golfo de Oméan, el Golfo de Kutch y el Golfo de Adén, con una distancia
promedio migratoria desde el nido de 400 km-1400 km alrededor de 63 dias.

La informacion referida por Rees et al. (2010), revela la proximidad de las areas de forrajeo
a su nido, beneficiando en términos energéticos, el desplazamiento para las tortugas de la
region; de igual modo, infiere que el mar de Omén y sus alrededores, estan densamente
poblados por hembras y machos reproductivamente activos, durante 6 meses cada afio.
Las areas de alimentacién rodean a Arabia Saudi, UAE, Iran, Pakistan, Yemen y Somalia,
paises que posiblemente en un futuro alberguen zonas de anidacion, producto de la
aleatoriedad de las corrientes y eventos estocasticos, si acciones antropogénicas no lo

impiden.

La red de haplotipos (Figura 10) muestra 2 haplogrupos definidos el CC-A2.1y el CC-Al1.4
como los méas ancestrales, ampliamente divergentes separados por 17 sustituciones, pero
aun asi con una fuerte estructuracion genética entre las colonias a nivel mundial, esta
informacién confirma el comportamiento de natal homing de la tortuga caguama a nivel
global; sin embargo, esta conducta no puede ser definitiva porque nuevas regiones deberan

ser colonizadas por nuevos individuos en alguna otras zonas del mundo (Reis et al., 2010).

La historia de vida de la tortuga C. caretta es bastante dinamica, cambiante podria decirse,
si se mencionan algunos casos puntuales donde ha llegado a latitudes extremas por toma
de decisiones o tan sélo guiandose y navegando a la merced de las corrientes,
adicionalmente, el cambio climatico esta haciendo efecto en la dispersion, huracanes cada
vez mas frecuentes, y en regiones donde no es comun, afectan considerablemente su

localizacion espacial (Monzon-Arguello et al., 2012)
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Un claro ejemplo, son las colonias anidantes en las costas japonesas; alli sus patrones
migratorios hacia zonas de forrajeo pueden variar dependiendo su tamafio (Hatase et al.,
2002b), hembras con un tamafio reducido tienen a alimentarse de presas pobres en
nutrientes y asi mismo requieren de mas energia y nutrientes para su proximo periodo de
reproduccion, en comparaciéon a las hembras grandes donde su dieta se basa en presas
ricas en nutrientes en aguas neriticas (Hatase et al., 2004). Adicionalmente, el intervalo de
remigracion a su playa natal puede verse afectado por su dieta (Broderick et al., 2001);
llevando a poseer diversas areas ecoldgicas de forrajeo a lo largo de su ruta a través del
Giro del Pacifico Norte (Bowen et al., 1995), pasando por la coalicién de la corriente
Kuroshio y la corriente de Oyashio, esta ultima corriente fria que viene del norte; tomando
asi la corriente del Atlantico Norte y desembocar en dos, en la corriente de California hacia
el sury la corriente de Alaska hacia el norte (Cummins y Freeland, 2007).

No todas las tortugas originarias de las costas de Japén, toman el desafio de aventurarse
por el Giro del Pacifico Norte, camino largo que conlleva un reto de sobrevivencia y
alimentandose en su recorrido de animales plancténicos. Las habilidades de caza y forrajeo
cumplen un papel fundamental, algunas tortugas pueden encontrar abundantes presas en
zonas de convergencia y frentes oceanicos, mientras otras no (Hatase et al., 2004). Es
evidente la asociacion de los juveniles de tortuga C. caretta con corrientes como el TZCF y
el KEC donde abundan los nutrientes y la produccion primaria de clorofila (Polovina et al.,
2004). El distanciamiento geografico de las colonias japonesas con la registrada en
Mendihuaca-Don Diego evita, que exista alguna relacidon genética, evidenciado en la

ausencia de haplotipos japoneses en los datos obtenidos y viceversa.

Las diferentes estrategias de tortuga C. caretta, incluyen forrajear cerca de su playa de
anidacioén, teniendo en cuenta la disponibilidad de alimento; resulta mas ventajoso
alimentarse en ambientes neriticos que en oceanicos, debido a una mayor disponibilidad y
calidad en las presas que se encuentran alli (Snover, 2002). Es destacado agregar que una
vez la tortuga marina alcanza una madurez sexual, sin importar su tamafio, grande o
pequefia, estas hembras asignan mucha mas energia y nutrientes obtenidos de las presas

a la reproduccién y no al crecimiento (Broderick et al., 2003; Hatase et al., 2004).

La importancia ecolégica y las historias de vida de la tortuga son incuestionables, estan en

constante cambio, son dinamicas y pueden variar segun las condiciones geograficas y
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climaticas; las areas de forrajeo y reproduccién claramente afectan la dispersion haplotipica
y son fundamentales en el desarrollo de la especie, ante la disponibilidad de nuevas zonas
de alimentacion o reproduccion, la tortuga buscara migrar hacia ellas. La Figura 13, refleja

dichas areas a nivel global, teniendo en cuenta el presente estudio.
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Figura 13 Mapa de distribucion de areas de forrajeo, reproduccion y anidacion de C. caretta a nivel global.
Mapa basado en informacion recopilada para este estudio

8. CONCLUSIONES

La variabilidad genética de la colonia anidante de Mendihuaca-Don Diego, se mantuvo
estable a lo largo del periodo de estudio 2014-2018, consecuencia de una fijacion histérica
en el sector de los mismos 4 haplotipos ya relacionados; adicionalmente, es importante
resaltar que en este en este trabajo se utilizé6 un marcador mitocondrial con la region control

d-loop, el cual refleja cambios en la diversidad genética, en periodos largos de tiempo.
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La colonia anidante de Mendihuaca-Don Diego, hace parte del Giro del Atlantico Norte, y
cuenta con una estrecha relacién haplotipica con las colonias anidantes de la regién al
compartir sus haplotipos, evidenciando un posible corredor marino entre las regiones y su

importancia de identificarlo, manejarlo y protegerlo.

Se puede inferir que, por accidon de corrientes marinas, los haplotipos de la colonia anidante
de Mendihuaca-Don Diego, también se registran en Europa, ratificandose su gran
capacidad de dispersion y lo estocastico de sus movimientos, al ingresar al Mar
Mediterrdneo por el Estrecho de Gibraltar; cabe resaltar que solo los haplotipos basales
CC-Aly CC- A2, se comparten entre regiones.

Las tortugas marinas eligen por preferencia, desplazarse por areas que les aporten la mayor
cantidad de beneficios a un menor costo energético. Es por ello que sus movimientos
estaran en gran parte ligados a satisfacer sus necesidades basicas como reproduccion y
forrajeo; estos dos aspectos determinan su establecimiento en playas de anidamiento
cercanas y su movilidad en busca de mejores y mayores fuentes de alimentacion alrededor

del mundo.

9. RECOMENDACIONES

La toma de muestras por frotis bucal presenté algunos inconvenientes debido a las
impurezas presentes en la boca de las tortugas, se sugiere optimizar el proceso realizando
una limpieza previa adecuada alrededor de mandibula para evitar inconvenientes en la

extraccién y posterior secuenciacion genética.

Aln existen innumerables zonas de alimentacion y forrajeo, que no han sido estudiadas
alrededor del mundo, continuar con estudios similares sera clave para entender mejor la
especie, al igual que involucrar otras variables como marcadores nucleares para dilucidar
el comportamiento masculino e isotopos estables con el fin de determinar su dieta. El uso

de marcadores moleculares también ayudara a entender la historia reciente de la especie.

Aumentar los sitios de muestreo en el pais, puede dar un resultado mas acertado a la

realidad de la estructura poblacional de la especie.
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El cambio climéatico, es una realidad que no se puede obviar, y se evidencié su impacto en
las tortugas marinas; pequefias acciones personales como reciclar, rehusar, reducir el uso
de elementos que generen gases de efecto invernadero pueden hacer la diferencia y son

el primer paso para la mitigacion de sus efectos.

Medidas de proteccion y conservacion de C. caretta, aseguraran el equilibrio ecolégico en
los ecosistemas marinos, al estar en la parte alta de la cadena trofica. Investigaciones como
esta, incrementan la informacién disponible sobre la especie, fundamental para la toma de

decisiones y el disefio de estrategias de conservacion eficaces a nivel local y global

Continuar con los estudios relacionados con la especie favoreceran a evitar su extincion,
de la mano del ProCTMM vy la profesora Aminta que tanto le ha aportado a la ciencia en la
region y el pais, adicionalmente promover las alianzas interinstitucionales como la presente
con la Universidad del Magdalena y su programa de Genética Molecular a cargo de los

profesores Gilbert Orozco y Lida Castro.
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