Universidad del Valle de Guatemala
Facultad de Ciencias y Humanidades

Departamento de Biologia

1966

GUATEMALA

AVAISYIAINA

DE[, yALLE D¥

Excelencia que trasciende

DEIVALLE

GRUPO EDUCATIVO

Determinacion de la region de origen de las tortugas negras
(Chelonia mydas agassizii) en el sitio de forrajeo Poza del Nance
(Pargque Nacional Sipacate-Naranjo, Escuintla, Guatemala)

utilizando analisis de ADN mitocondrial

Trabajo de graduacion presentado por
Maria Eugenia Chavarria Martinez

para optar al grado académico de Licenciada en Biologia

Guatemala
2017












Determinacion de la region de origen de las tortugas negras (Chelonia
mydas agassizii) en el sitio de forrajeo Poza del Nance (Parque Nacional
Sipacate-Naranjo, Escuintla, Guatemala) utilizando analisis de ADN

mitocondrial.






Universidad del Valle de Guatemala
Facultad de Ciencias y Humanidades

Departamento de Biologia

1966

GUATEMALA

AVAISYIAINA

DEL, yaLLE P¥

Excelencia que trasciende

DEIVALLE

GRUPO EDUCATIVO

Determinacion de la region de origen de las tortugas negras
(Chelonia mydas agassizii) en el sitio de forrajeo Poza del Nance
(Parque Nacional Sipacate-Naranjo, Escuintla, Guatemala)

utilizando analisis de ADN mitocondrial

Trabajo de graduacién presentado por
Maria Eugenia Chavarria Martinez

para optar al grado académico de Licenciada en Biologia

Guatemala
2017






Vo. Bo. Asesor Principal

M.Sc. Javier Aja

Tribunal Examinador

5 GW\[

\
MSc. Gﬁrieia Alfaro :

Fecha de aprobacidn, Guatemala, 1 de agosto de 2017






AGRADECIMIENTOS

En primer lugar a las tortugas y a los ecosistemas marinos y costeros. A mi
familia, mis amigos y mi novia por su apoyo Y su presencia en mi vida.

Nada de este trabajo hubiera sido posible sin los consejos, el entusiasmo, la
paciencia y el apoyo de Maike Heidemeyer MSc, de la Universidad de Costa Rica,
asesora principal en el laboratorio, los analisis moleculares y estadisticos, y a Javier Aju
MSc, en la revision de los resultados y analisis. Quiero hacer una mencion especial de
todas las y los cientificos extraordinarios que han sido parte de este trabajo con su
experiencia y su guia: Dr. Federico Albertazzi de CIBCM-UCR, Dr. Alberto Abreu de la
UNAM, Dr. Omar Chassin Noria, de la Universidad Michoacana de San Nicolas de
Hidalgo, el Dr. Jeffrey Seminoff, de la NOAA, MSc. Catherine Hart de la Red
Tortuguera, A. C. y Lic. Andrés Avalos de la UVG.

Infinitas gracias a Protortugas, en especial al MVVZ Carlos Alfaro y a Jaime Pérez,
quienes facilitaron el uso de su equipo y compartieron sus técnicas y su conocimiento
para el trabajo de campo. A don Santos y a don Juanon, de la aldea EI Paredo6n, por los
recorridos en lancha, su experiencia y su paciencia. Al equipo de Pareddn Surf House, en
especial a Ismael por el hospedaje, la comida y sobre todo por la calidez y la amistad. Al
Consejo Nacional de Areas Protegidas -CONAP-, al director y a los guardarrecursos del
Parque Nacional Sipacate-Naranjo.

Esta investigacion se realiz6 gracias al apoyo del Centro de Investigacién en
Biologia Celular y Molecular -CIBCM- de la UCR y del Departamento de Biologia de la
UVG, que proporcionaron materiales, equipo e instalaciones en sus laboratorios para los
analisis.

Xi



Xii



INDICE

AGRADECIMIENTOS ...ttt ettt een e en s Xi
1NN [ =S RPT Xiii
LISTA DE CUADROS .......oooieeeeeeeeeeeee et es st sees sttt Xiv
LISTA DE FIGURAS ...ttt eee s een e XV
RESUMEN ...ttt ettt ettt sttt ettt en et n st en et enenean Xix
ABSTRACT ...ttt ettt ettt ettt en st en et en et neen s ten s XXi
PALABRAS CLAVE ...t eee e eee s en s xxiii
I, INTRODUCCION ..ottt ettt sttt 1
. MARCO METODOLOGICO.........iiieieiieeeeeeeeeeeeeee e s s en s 23
HI.  RESULTADOS. ...ttt eeeeee ettt en s en st en s een s, 35
Y2 0] 15101 U 1] [0 N IO 43
V. CONCLUSIONES .....cotctiieeeeeeeeee ettt eeee et 55
V1. RECOMENDACIONES........cooeoeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees e ee et es e ee e ee e eee e 57
VI LITERATURA CITADA ..ottt ettt ens s 59
VL ANEXOS ...ttt ettt sttt enn s 67

xiii



LISTA DE CUADROS

Cuadro Pagina

1. Valores de los supuestos utilizados para el Analisis de
StOCKS MEZCIAUOS. ... ..o 32

2. Frecuencia de haplotipos de ADNmt (773bp) de tortuga
negra (Chelonia mydas) por individuos capturados en PdN y
por numero de hembras anidantes marcadas en los ocho sitios
de anidacion del Pacifico Oriental incluidos en el MSA de PdN.
Datos adaptados a partir de Dutton et. al. (2014).........cccovvevveieiieveee e 38

3. Resumen de los resultados del MSA en BAYES:
contribucion relativa de cada playa de anidacién (%), con su
respectiva desviacion estdndar (SD) e intervalos de confianza (Cl).............. 39

Xiv



Figura

10.

11.

LISTA DE FIGURAS

Pagina
Caracteristicas morfoldgicas distintivas de la tortuga verde ...........ccccovovrerennne, 4
Morfologia exterior en distintos estadios de la tortuga verde...........c.ccocevrvreennnne 5
Ciclo de vida de las tortugas marinas................cooovvuiieiiiiieriie e 8

Modelo filopatrico de las tortugas marinas con tres poblaciones hipotéticas

genéticamente diStintas entre ST .........c.ovviiiiiiiiiiiiiiiii e

Distribucion mundial de la tortuga Verde ...........cccocveveieiieie i

Mapa de 1a Poza del NaNCe..........cccooiiiiiieiee e

Diagrama de flujo del procedimiento de extraccion de ADN ..........c.cccceoeuennee.

Promedio de CCL en tortugas de PdN de acuerdo a la base de datos de

Protortugas NTLA7) . ..... .

Tamario de las tortugas de PN (CCL) de acuerdo a la base
de datos de Protortugas (n=147),

dividido en clases de tallas de BCM . .....ooiii i

Gel de integridad de ADN. El nimero arriba de cada carril indica

el COAIgO A8 MUESEIA. ...ttt

(@), (b), (c), (d) y (e). Geles de amplificacion de ADN. EIl nimero de
arriba es el codigo de muestra, abajo esta la razén de dilucion del ADN.

CP: control positivo; B: blanco; E:escalera...............coooviiiiiiiiininnn..

Xv

...24

.29

.33



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Comparacion de la longitud de la cola entre un macho y una hembra

SEXUAIMENTE MATUIOS. ... ettt 41
Morfotipos observados en las C. mydas: “negro”, caracteristico del

Pacifico Oriental y “amarillo”, caracteristico del Pacifico Occidental.............. 42
Tortugas capturadas en un muestreo en PdN, todas poseen morfotipo negro...... 42
Representacion grafica de los resultados del MSA Bayesiano, contribucion
estimada de cada sitio de anidacion potencial, para los tres priors probados.

Los intervalos de confianza se representan como barras de error.................... 45
MSN de los haplotipos encontrados en PdN para el presente estudio............... 47
MSN con todos los haplotipos del Océano Pacifico disponibles en GenBank.....48
Lesiones que se han encontrado en las tortugas de PAN.......................cee 51

XVi



LISTA DE ANEXOS

Anexo Pagina
1. Categorias para toma de datos de captura (Protortugas)..............ccoevveivinienann... 63
2. Toma de datos para muestras de tefido...........oovviiiiiiiii e, 63
3. Lista de @CrONIMOS. .. ... .ot e 63
4. Autorizacion del CEUCA-UVG para la investigacion.................c.ocooeeieninnnn.. 65
5. Licencia de Investigacion emitida por CONAP.........cooiviiiiiiiiiiiiiiiieeeeae 66

6. Licencia de colecta o aprovechamiento de vida silvestre emitida
POF Bl CON A P . . e 67

XVii



XViii



RESUMEN

Cuantificar la conectividad existente entre habitats geograficamente separados en
animales migratorios es esencial para definir estrategias adecuadas de conservacion en
escalas nacionales y regionales. Estudiar las relaciones complejas entre las areas de
anidacion y de alimentacion de las tortugas marinas permite una mejor comprension de
sus ciclos de vida y biologia cuando no estan en época reproductiva, fuera de las playas
de anidacion. La Poza del Nance (PdN), en el Parque Nacional Sipacate-Naranjo
(Escuintla, Guatemala), es un estuario poco profundo rodeado de manglares, donde
tortugas verdes del Pacifico Oriental (PO) (Chelonia mydas agassizii) (CCL=83.58cm,

n=147) se congregan durante todo el afio.

Con el objetivo de determinar los origenes natales y la contribucion de distintos
stocks reproductivos a esta area de alimentacion, se analizaron secuencias de la region
control (CR) del ADN mitocondrial (ADNmt), para 34 individuos capturados en PdN
entre los afios 2014 y 2015. Se extrajo ADN de todas las muestras y se amplificd un
fragmento de la CR de aproximadamente 900bp, utilizando los cebadores H950 y
LCM15382. Se encontraron ocho haplotipos en los 34 individuos, con una diversidad
haplotipica (h) y nucleotidica (x) de 0.7023+0.0668 y 0.002318+0.001527,
respectivamente. Siete de los haplotipos encontrados pudieron ser asignados a stocks de
la regién y el Unico haplotipo huérfano (al que posteriormente se le designé CmP 7.2),
tiene altas probabilidades de pertenecer al PO.

Se realizaron Analisis de Stocks Mezclados (MSA por sus siglas en inglés) en el que
se pusieron a prueba supuestos de distancia y de tamafio poblacional, y otro MSA sin
supuestos. Este andlisis mostré que no habia diferencia aparente entre los supuestos
probados y sugiere que el sitio de anidacion en Colola Michoacan es la que mas

contribuye a formar la poblacién de PdN (>70%), con contribuciones menores de las

XiX



Galédpagos (16-18%), Costa Rica (5-7%) e Islas Revillagigedo (<1%). Dichos resultados
podrian indicar que esta area de Centroamérica podria ser un punto de convergencia para
las poblaciones de tortuga verde del Noreste y Sudeste del Pacifico, y reitera la necesidad

de la cooperacion internacional en la conservacion de tortugas marinas.
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ABSTRACT

Quantifying the connectivity that exists between geographically separated habitats
of migratory animals is essential to define adequate conservation strategies on national
and regional scales. Studying the complex relationships amongst nesting and foraging
areas of migratory sea turtles also allows better understanding of life cycles and biology
outside nesting beaches during their non-reproductive periods. Poza del Nance (PdN), in
the Sipacate-Naranjo National Park (Escuintla, Guatemala), is a shallow estuary
surrounded by mangroves, where adult Eastern Pacific green turtles (Chelonia mydas
agassizii, CCL=83.58cm, n=147) aggregate throughout the year.

With the aim to determine natal origins and stock contributions to this foraging
ground, we analyzed 773bp sequences of the mtDNA control region (CR) of individuals
caught at PdN between 2014 and 2015. DNA was extracted from all samples and
approximately 900bp of the CR was amplified using the H950 and LCM15382 primers.
Eight haplotypes were found in 34 turtles, with a haplotype (h) and nucleotide (=)
diversity of 0.7023+0.0668 and 0.002318+0.001527 respectively. Seven haplotypes were
assignable to regional stocks, while the orphan haplotype (now given the nomenclature

CmP 7.2) is also likely from the Eastern Pacific.

A Mixed Stock Analysis (MSA) with flat, distance and source population-size
priors was performed. It showed no difference among priors and results suggest that the
Colola rookery is the primary source for PAN (>70%) with fewer contributions from
Galapagos (16-18%), Costa Rica (5-7%) and Revillagigedo Islands (<1%). Results could
mean this Central American area might be a point of convergence for north- and
southeastern Pacific Green Turtle populations and reiterate the need for international

cooperation in sea turtle conservation.

XXi



XXii



PALABRAS CLAVE

Filopatria, genética de poblaciones, ADNmt, tortuga verde, Analisis de Stocks

Mezclados, Pacifico Oriental, especies amenazadas, haplotipo

XXiii



XXiv



1. INTRODUCCION

Las tortugas marinas han tenido importancia para el ser humano desde la antigtiedad.
Forman parte de la mitologia, leyendas y folklore de varias civilizaciones. Son parte de
varios mitos de la creacion del mundo y varias culturas las han visto como simbolos de
estabilidad, sabiduria, longevidad, fertilidad y resistencia. Ademas de su importancia
ecosistémica, algunas especies han proveido al ser humano de recursos alimenticios
(huevos de précticamente todas las especies y carne principalmente de la tortuga verde),
aceite (tortuga baule) y caparazones (especialmente de la tortuga de carey). Las siete
especies de tortugas marinas existentes estan en peligro de extincion y se han convertido
en uno de los simbolos de la conservacion de los mares y ecosistemas costeros. La
mayoria de estas especies, entre ellas la tortuga verde (Chelonia mydas), han sido
ampliamente estudiadas por su extensa distribucion, su peculiar ciclo de vida y sus
habitos altamente migratorios.

Este estudio sobre la tortuga negra, también llamada tortuga verde del Pacifico
Oriental (Chelonia mydas agassizii), realiz6 una comparacién molecular con la region
control del ADN mitocondrial (cebadores H950 y LCM15382) de los individuos que se
alimentan en la Poza del Nance (Parque Nacional Sipacate-Naranjo, La Gomera,
Escuintla) y los haplotipos ya publicados de distintos sitios de anidacion (entre ellos las
Islas Galapagos, Costa Rica, Islas Revillagigedo y Michoacéan), a fin de conocer mejor las
rutas migratorias de las tortugas en el Pacifico Oriental, establecer de donde proviene la
poblacion que llega a la poza y la contribucion relativa de distintos sitios de anidacion a

esta poblacién.



A. ANTECEDENTES

1. Generalidades taxonOmicas. Las tortugas marinas son un grupo monofilético
separado de otras especies de tortugas hace mas de 100 millones de afios. Comprende
dos familias y siete especies en total: Dermochelyidae, cuya Unica especie es la tortuga
baule (Dermochelys coridcea) y Cheloniidae, la cual comprende las seis especies
restantes: tortuga verde (Chelonia mydas, Linneo 1758), parlama (Lepidochelys
olivicea, Eschscholtz 1829), tortuga plana (Natator depressus, Garman, 1880), lora

(Lepidochelys kempii, Garman 1880) y carey (Eretmochelys imbricata, Linneo 1766).

La llamada comunmente “tortuga negra” o “tortuga prieta” (Chelonia mydas
agassizii) es para muchos autores una subespecie o poblacion restringida al Este del
Oceano Pacifico de la tortuga verde, Chelonia mydas, aunque hay cierta controversia
sobre si deberia considerarse una especie distinta (Chelonia agassizii Boucourt 1868). El
epiteto agassizii ha sido aplicado por varios autores (Carr 1967; Pritchard and Trebbau
1984; Alvarado y Figueroa 1986, ob. cit. en Parham y Zug 1996) para distinguir a esta
poblacién propia del este del Pacifico de otras poblaciones de C. mydas, de las cuales las
tortugas negras se distinguen por tener una coloracion mas oscura, un tamarfio ligeramente
menor en la adultez y diferencias leves en la morfologia del caparazon, el cual es mas
abovedado, alto, estrecho y constrefiido sobre las aletas anteriores (Parham y Zug 1996;
Bowen et. al 1992; Raygadas 2008). En sus estudios con morfologia craneal, Figueroa
(1989) y Kamezaki y Matsui (1995) (ob. cit. Por Seminoff 2000) encontraron mucha
disimilitud entre las tortugas negras y las demas C. mydas, abriendo la posibilidad de
reconocerlas como distintas especies. Quienes defienden su diferenciacion se basan no
solo en los caracteres morfolégicos ya mencionados, sino en que, aunque agassizii 'y
mydas ocurren simpatricamente en las Islas Galapagos y Nueva Guinea, no hay evidencia

de eventos reproductivos entre ambas, lo cual para Pritchard (1997) (ob. cit. En Urbiola-



Rangel y Chassin-Noria 2011) crearia el aislamiento reproductivo necesario para

reconocer a C. agassizii como especie.

Sin embargo, este argumento no es apoyado por las evidencias moleculares, como las
que citan Urbiola-Rangel y Chassin-Noria (2011): los resultados no apoyaron la
asignacion de especie para C. agassizii en el trabajo de Karl et. al. (1992) con genes
nucleares de copia unica, el de Dutton et. al. (1996) con secuenciacion de segmentos
mitocondriales y el de Karl y Bowen (1999) secuenciando 1341bp. Al analizar el ADNmt
de muestras de 15 colonias dentro de la distribucion global del género Chelonia, Bowen
et. al. (1992) encontraron distincién entre las poblaciones Indo-Pacificas respecto a las
del Atlantico y el Mediterraneo, pero no hubo evidencia suficiente para considerar a la
tortuga negra un linaje independiente a las demas, no apoyando su asignacion como
especie (cit.por Urbiola-Rangel y Chassin-Noria 2011). La actualizacion taxonémica
elaborada en 2010 para todas las especies de tortugas del mundo reconoce a C. mydas y
C. agassizii como sinénimos (Rhodin et. al. 2010). Hechas estas aclaraciones, en el
presente trabajo se considerara a C. mydas una sola especie y se utilizara el epiteto
agassizii para diferenciar a las llamadas “tortugas negras” (la poblacién del Este del

Océano Pacifico) de las demés poblaciones de dicha especie (“tortugas verdes”).

2. Descripcion de la especie. La tortuga verde es llamada asi por el color verdoso de
su grasa. Es la segunda especie de tortuga marina de mayor tamafio después de las
tortugas baule, la mas grande de los queldnidos y la especie de distribucion méas amplia.
Se distingue de otras especies de queldnidos porque tiene un solo par de escamas
prefrontales (las demas especies tienen dos). Ademas, tienen una garra en cada
extremidad, cuatro escudos inframarginales de cada lado del plastron y dos poros de
Rathke, uno en cada escama axilar e inguinal. El caparazén tiene cuatro pares de escudos
laterales y cinco escudos centrales; el de los adultos es liso (las crias y jévenes tienen una

quilla que va desapareciendo con la edad) y su color cambia con la edad. En las crias el



caparazdn es negro con bordes blancos en las aletas; los jovenes y preadultos tienen
colores mas brillantes que los adultos, como tonos de verde, rojizo y café amarillento y en
la adultez, el caparazon es ovalado y con colores del verde oliva al café, gris y negro.
Ademas presentan puntos, manchas y jaspeado en formas variables (Figura 2). El plastron
es blanco o crema en las crias y se vuelve amarillo cremoso, rosaceo o gris en la madurez
(Wyneken 2001; CONABIO 2012; NOAA 2014; Raymundo 2010).

Figura 1. Caracteristicas morfoldgicas distintivas de la tortuga verde

1 par de

escamas ' 4 escudos 4 escudos @l g
prefrontales [ laterales inframarginales
o il sin poros
T
o 5 escudos
Green lurlle - Chelonia mydas centrales

(Adaptado de Wyneken 2001)

Los adultos de tortuga verde pueden medir aproximadamente 80-150cm de
longitud y pesan mas de 100kg, hasta 225kg (CONABIO 2012, CIT 2008); pero las
tortugas negras adultas son notablemente més pequefias alcanzando hasta 90cm de
longitud y hasta 120kg de peso (70kg es el peso promedio) (Raymundo 2010). Los
machos sexualmente maduros tienen una cola visiblemente mucho mas larga y gruesa y
musculosa que la de las hembras, caracteristica que permite distinguirlos a simple vista.
Con la madurez los machos también desarrollan las ufias de las aletas frontales en forma
de garras curvadas que le permiten sujetar a la hembra durante el acto sexual (Marquez
1996).



Figura 2. Morfologia exterior en distintos estadios de la tortuga verde:

de izquierda a derecha: cria recién nacida, joven y adulto

(Iméagenes tomadas de Wyneken, 2001).

3. Historia natural. La época reproductiva para la tortuga negra ocurre entre julio y
octubre, con ciclos de reproduccion bianuales o trianuales que pueden retrasarse hasta
mas de un afio si hay factores de estrés en el ambiente, como cambios de clima o escasez
de comida. En cada temporada reproductiva, la hembra puede depositar entre una y siete
nidadas con un promedio de 75 huevos cada una (Marquez 1996). Cada huevo tiene el
tamafo de una pelota de ping-pong y tarda un aproximado de 50-55 dias en incubacion.
Las crias pesan alrededor de 25g al nacer y miden aproximadamente 50mm (NOAA
2014; CONABIO 2012).

Parece ser que la tortuga verde llega a vivir entre 45 y 59 afios, y es la que mas
tiempo demora en alcanzar la madurez sexual: cuanto peor sea la calidad y menor la
cantidad de alimento disponible, mas se demora la madurez. En Costa Rica y Florida se
estima que la alcanzan a los 26 o 27 afos, en Australia alrededor de 30, 35 afios en la isla
Ascencion y 30 afios 0 mas en Hawaii. Se estima que las hembras producen 1,900-2,300
huevos durante su vida, las seis a siete veces que anidan en su vida (tomando en cuenta
que no anidan todos los afios). En cada temporada de anidamiento depositan alrededor de
330 huevos (cerca de cien por nido, excepto por las tortugas negras, que unicamente

ponen 65-90 por nido). Descontando predadores naturales, infecciones por hongos, y



otros factores de fallo embrionario, se puede esperar que cada hembra saludable produzca
de 1000 a 1900 crias a lo largo de su vida (Spotila 2004).

Los primeros dias después del nacimiento, las crias se alimentan con los
remanentes del saco vitelino durante la primera semana de vida libre, tras lo cual
empiezan a alimentarse independientemente. De ahi en adelante, siguen una dieta
mayormente carnivora, haciendo una transicién a la herbivoria posiblemente después del
primer afio de vida (Marquez 1996). La C. mydas es la Unica especie de tortuga marina
que es casi exclusivamente herbivora en la adultez. Se alimenta de pastos marinos como
Zoostera spp; Thalassia spp., y Posidonia spp, algas y moluscos (CONABIO 2012). Sus
mandibulas aserradas (principalmente en la inferior), y pico achatado la distinguen de
otras especies y le permiten arrancar los pastos del fondo arenoso con mayor facilidad
(Wyneken 2001). Esta especie se alimenta cerca de las costas, buscando aguas someras
con abundantes pastos marinos y mantos algales, también llagan a penetrar bahias y

lagunas costeras (Marquez 1996).

Las C. mydas juegan un importante papel en mantener saludables los fondos
marinos. Sin el forrajeo constante de las tortugas, los pastos crecen demasiado,
obstruyendo las corrientes, oscureciendo el fondo y se empiezan a descomponer, creando
un habitat adecuado para los mohos mucosos. Ademas, en las zonas viejas del pasto hay
sobre crecimiento de invertebrados, hongos y microorganismos (Wilson et. al 2010).
Como las tortugas se alimentan a unos pocos centimetros de la base de las briznas de
pasto, permiten que las partes superiores se desechen en el agua. Al pastar una y otra vez
sobre la misma area, las briznas de pasto son removidas, impidiendo su acumulacion en el
fondo. EI decremento en la disponibilidad de nitrogeno para las raices de los pastos que
esto implica, impacta las especies de plantas, el ciclaje de nutrientes, densidades de
animales y relaciones predador presa. Incluso se ha visto en el Caribe que la disminucién

poblacional de tortugas verdes resulta en una pérdida de productividad en la red trofica e



incluso afecta negativamente la disponibilidad de peces arrecifales con importancia

comercial (Wilson et. al. 2010).

Las tortugas marinas son animales filopatricos, es decir, que regresan a poner sus
huevos en la misma playa en la que la hembra nacid. Después de eclosionar, las crias de
las tortugas marinas tienen habitos peldgicos, dejandose arrastrar pasivamente por las
corrientes oceanicas. Conforme van madurando, las tortugas inician una fase neritica y los
juveniles se reclutan en zonas costeras para crecer y alimentarse. Los adultos son
nadadores activos y al llegar a la madurez sexual, tanto C. mydas como otras especies de
tortugas marinas presentan migraciones complejas, en las que se mueven entre sus playas
de anidacion y las zonas donde se aparean y se alimentan, que pueden estar separadas por
miles de kilometros entre si. En las areas de alimentacion se congregan tortugas
provenientes de distintas regiones geograficas (a lo que se conoce como “stocks
mezclados™), y las hembras adultas vuelven a sus playas natales (“stocks”) a poner sus
huevos después del apareamiento (Seminoff 2000, Bowen 2005, Bowen y Karl 2007).

Estos procesos se ilustran con detalle en las figuras 3 y 4.

Figura 3. Ciclo de vida de las tortugas marinas
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Figura 4. Modelo filopétrico de las tortugas marinas

con tres poblaciones hipotéticas genéticamente distintas entre si

Colonias de anidacién

(Adaptado de Bowen et. al. 2005).

Los primeros estudios de Carr (1975) y Pritchard (1976) con marcas fisicas en
poblaciones de C. mydas del Atlantico demostraron que las areas de alimentacion se
compartian entre tortugas provenientes de distintas colonias anidadoras y analisis
posteriores de ADNmt demostraron que aunque existia el traslape en los sitios de
alimentacion, habia diferencias genéticas marcadas entre una colonia de anidacion y otra.
Dado que el ADNmt se hereda unicamente de la madre, el comportamiento filopatrico de
las hembras a lo largo de la historia de la especie ha resultado en que cada colonia de
anidamiento se comporte como una unidad reproductora independiente y diferenciada
genéticamente en sus haplotipos mitocondriales, lo cual se representa mediante colores en
la Figura 4. Un haplotipo se define como un bloque de variaciones genéticas o
polimorfismos que tienden a heredarse en bloque, por lo que permiten distinguir

facilmente la estructura de una poblacion. En el caso de las tortugas, con esta informacion



se definen las unidades de manejo (UM) o “stocks reproductivos”, que son
metapobaciones con una frecuencia de haplotipos mitocondriales que diverge

significativamente (Bowen y Karl 1998, Bowen y Karl 2007; Avise 1998).

4. Distribucion. La Chelonia mydas es una especie ampliamente distribuida en
aguas tropicales y subtropicales en todo el mundo (Figura 5). Como la mayoria de
tortugas marinas, las tortugas verdes son altamente migratorias y usan localidades
separadas y hébitats diversos a lo largo de su vida. Primariamente, en la adultez tienen
tres tipos de hébitat: playas para anidar, zonas de convergencia en mar abierto y areas
costeras para alimentacion béntica (Seminoff 2004, NOAA 2014). La tortuga negra (C. m.
agassizii) limita su distribucion a las aguas templadas (temperaturas mayores a 20°C) del
Pacifico Oriental.

Figura 5. Distribucion mundial de la tortuga verde

N e Miles Mote: Map represents NMFS, Office of Protected Resources
7‘\ £ G 2000 4000 6000 8000 Spproximate rangs o :

March 2009

species.

(Tomado de NOAA 2014).
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Las principales playas de anidacion de C. m. agassizii estan en Michoacan (México)
(Alvarado-Diaz et. al. 2001), las islas de Revillagigedo (México) (Holroyd y Trefry
2010), las Islas Galapagos (Ecuador) (Green 1984) y Costa Rica (Blanco et. al. 2012),
aunque hay reportes de anidaciones esporadicas dentro del rango de la especie, desde el
Sur de California (EEUU) hasta Chile (Blanco et. al. 2012). Algunas areas de forrajeo
importantes se han identificado en las lagunas de la costa Pacifica en la peninsula de Baja
California, Colombia, el Golfo de California y las islas Galapagos (Seminoff 2000). Los
sitios de alimentacion se ubican principalmente en estuarios y lagunas de agua salada
(Bjorndal 1997) y hébitats insulares cercanos a la costa (Amorocho y Reina 2007),
aunque puede ser también en aguas abiertas (Seminoff et. al. 2002; Seminoff y Jones
2006).

5. Estado de conservacion. Aunque las tortugas marinas son seres robustos y
capaces de soportar mucho dafio fisico, son increiblemente susceptibles a contaminacién
quimica y biologica, lo cual las hace buenos indicadores bioldgicos de la salud del
ecosistema (Aguirre y Lutz 2004). Por ejemplo se ha visto que una corta exposicion a
petroleo crudo en Chelonia mydas puede producir necrosis del epitelio epidérmico,
pérdida de organizacion celular en la piel, susceptibilidad a infecciones y otros efectos
negativos sobre la fisiologia. Otra evidencia de esto es la incidencia de la
fibropapilomatosis en esta misma especie, que después de haber sido descrita por primera
vez en los afios 30, se ha convertido en una epidemia mundial circuntropical, que ya dejé
de presentarse sélo en tortugas verdes y se ha encontrado en todas las demas especies,
incluyendo tortugas bobas (Caretta caretta) (Herbst 1994 cit. Por Aguirre y Lutz 2004),
parlamas (Lepidochelys olivacea) (Aguirre et. al. 1999 cit. Por Aguirre y Lutz 2004) y
lora (Lepidochelys kempii) (Harshbarger 1991 cit. Por Aguirre y Lutz 2004).

Para la IUCN, C. mydas se encuentra en la lista roja de especies en peligro de

extincion (EN) por los criterios A2bd (Seminoff 2004). Esta organizacion considera que
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esta especie estd amenazada porque andlisis recientes e histdricos indican extensos
declives poblacionales en todas las cuencas oceanicas a lo largo de las ultimas tres
generaciones, como resultado de la sobreexplotacion de hembras ovipositoras y sus
huevos en las playas de anidacion, adultos y juveniles en areas de alimentacion y en
menor medida, mortalidad incidental relacionada con la extraccion de recursos pesqueros
y la degradacion de habitats marinos y costeros. Dicho analisis calculd para el 2001, una
poblacion de 88,449 hembras anidantes, lo cual es un declive de 48-65% respecto de

datos historicos en los dltimos 100 a 150 afios (Seminoff 2004).

Todas las especies de tortuga marina, entre ellas la C. mydas, estan incluidas dentro
del Apéndice | de CITES. Segun el tratado, las especies de Apéndice | estan en peligro de
extincion y pueden ser afectadas por el comercio; por lo tanto la exportacion,
importacion, reexportacion o introduccion procedente del mar de un espécimen estan
estrictamente regulados a fin de no poner en mayor peligro su supervivencia. Por lo tanto,
no es permitido el comercio internacional de cualquier espécimen, parte o derivado de
éste. Los permisos, si se otorgan, son basicamente para fines cientificos y de
investigacién y se autorizan solo bajo circunstancias excepcionales (CITES 2013).

En la Lista de Especies Amenazadas (LEA) del Consejo Nacional de Areas Protegidas
(CONAP), la tortuga negra esta asignada en el indice 3. Esta categoria abarca especies
amenazadas por pérdida de habitat o explotacion, pero el estado de sus poblaciones
permite su uso y manejo regulado (cientifico, comercial, caceria y reproduccién
comercial hasta segunda generacion). Las especies endémicas regionales se incluyen en
esta categoria (CONAP 2009).
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6. Regulaciones legales sobre las tortugas marinas. Acorde a los calendarios
cinegéticos regionales de CONAP, C. m. agassizii esta incluida en el listado de especies
no permitidas para caza, por lo que no es admisible matar ninguin ejemplar en cualquier
época del afo, sea por caza deportiva o de subsistencia (CONAP 2010). La Resolucion de
Secretaria Ejecutiva del Consejo Nacional de Areas Protegidas no 048/2000 prohibe la
caceria de tortugas marinas, dicha prohibicion esta legalmente reforzada por la Ley de
Caza (Decreto 36-04) y su Reglamento (Acuerdo Gubernativo 84-2007).

Todas las especies de tortuga marina estan protegidas por la legislacion guatemalteca
de diversas maneras: el articulo 80, inciso (g) de la Ley General de Pesca y Acuicultura
de Guatemala (Decreto 80-2002) prohibe la captura o pesca intencional de tortugas
marinas y otras especies amenazadas o en peligro de extincion. En el inciso (i) del mismo
articulo también se prohibe utilizar artes pesqueras que no cuenten con los dispositivos y
equipos necesarios para la proteccion de dichas especies. Desde 1996, por el Acuerdo
Ministerial 029-96 se promulgd la primera regulacion para implementar DETS
obligatoriamente en los barcos camaroneros, como resultado de una condicién impuesta
los EEUU a los paises exportadores de camardn capturado por pesca de arrastre. EI uso
obligatorio del DET también se manda en el articulo 17 del Reglamento de la Ley de
Pesca y Acuicultura (Acuerdo Gubernativo 223-2005). Ademas, el acuerdo gubernativo
(sin nimero) promulgado el 17 de febrero de 1981 prohibi6é por tiempo indefinido la
captura, circulacion y comercializacion de todas las especies de tortugas marinas en
Guatemala (poblaciones residentes y reproductoras), y promueve la creacion de

tortugarios para fomentar la reproduccion de estos animales.
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7. Estudios con marcas fisicas. Desde la década de los 50 y 60 se inici6 a marcar
hembras en las playas de anidacion, conduciendo a la observacién de que estas siempre
regresaban a anidar a la misma playa, llevando a Archie Carr a postular la hipotesis de
que las hembras estaban regresando a su sitio de nacimiento (Bowen y Karl 2007). El uso
de marcas fisicas, como las etiquetas metalicas o plasticas, es una forma relativamente
simple y una de las primeras en ser utilizadas para rastrear a las tortugas a lo largo de sus
rutas migratorias, ya que en todas las etiquetas se especifica una direccion para reportar
en qué sitio, actividad y estado se las encontrd. Los estudios de marcaje con etiquetas y
recaptura posterior de individuos han permitido establecer que existe una extensa
dispersion en las rutas migratorias y un vinculo claro entre playas de anidacion y sitios de
forrajeo. Las primeras evidencias las obtuvieron Carr y Pritchard en los 70s, al encontrar
tortugas de distintas colonias de Surinam y la Isla de Ascencion (Océano Atlantico)
alimentandose juntas en Brasil. Entre otros estudios mas recientes se logr6 encontrar
tortugas negras anidadoras de Michoacan a mas de 100km del area de anidamiento, en
otras zonas de México, en Guatemala, El Salvador, Nicaragua, Costa Rica y Colombia
(Alvarado y Figueroa 1992). De la misma forma, tortugas negras marcadas en el
archipiélago de Galdpagos se encontraron en Costa Rica, Panama, Colombia, Ecuador

continental y Perd, en distancias de 1233 a 2143 km del archipiélago (Green 1984).

Sin embargo, este método no siempre funciona pues depende en buena medida de la
disposicion de las personas que pudieran encontrar individuos casualmente y su acceso a
un medio para reportarlos, asi como del esfuerzo e inversion de los investigadores para
recuperar individuos marcados. Se requiere invertir mucho tiempo y esfuerzo de marcaje,
pero la tasa de recaptura es relativamente baja: Alvarado y Figueroa (1992) reportaron
5176 tortugas marcadas, Green (1984) reporta 5844, para 47 y 23 individuos
recapturados, respectivamente. Ademas, se han dado casos en que las etiquetas se

desprenden, haciendo imposible volver a rastrear algunos individuos o incluso puede
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duplicarse la informacidn si se le colocasen marcas nuevas a una tortuga que haya perdido

las anteriores.

8. Estudios de telemetria satelital. La telemetria satelital es otro método de rastreo
que permite conocer de forma detallada las rutas migratorias de las tortugas. Los
resultados son sumamente exactos, pero tiene la desventaja de que el precio de los
transmisores y receptores es muy alto, lo cual limita bastante el nimero de individuos que
se puede seguir. En la playa de anidacion Nombre de JesUs, Costa Rica, se marc6é con
transmisores satelitales a diez hembras de tortuga negra, para encontrar a qué sitios se
dirigian después de anidar e identificar sus sitios de forrajeo. De las diez tortugas
marcadas en dicho estudio, seis permanecieron en costas costarricenses, una migroé a
Panamd y tres migraron al norte de Nicaragua, una de las cuales se tambien llegé hasta las
costas salvadorefias y guatemaltecas (Blanco et. al. 2012). Otro estudio con telemetria
satelital, (Hart et. al. 2015) rastred la migracion de tres hembras marcadas anidando en

Colola, Michoacan migrando hacia el sur, a sitios de alimentacion en Centroamérica.

9. Estudios con ADN mitocondrial. Se han realizado diversos tipos de estudios
moleculares para estudiar la estructura poblacional de las tortugas marinas, por ejemplo
electroforesis de proteinas (Smith et. al. 1977), RFLPs (Bowen et. al. 1992) y
posteriormente analisis de ADN nuclear y mitocondrial (Avise et. al. 1992, Karl et. al.
1992). Todos los estudios han coincidido en que las tortugas tienen una baja diversidad
genética y baja tasa mutacional, que Avise (1992) estima en 2% por cada millén de afios
para todos los testudines. Esto se atribuye a factores como el largo tiempo generacional y
las bajas tasas metabolicas de estos animales. A partir de los estudios de Carr y Pritchard
en los 70s con marcas fisicas en el Atlantico, se analizaron las secuencias de ADNmt en
los individuos de Surinam y la Isla de Ascencion para corroborar la hipétesis de la
filopatria postulada por Carr. En estos estudios se confirmé este postulado al encontrar un

haplotipo de Surinam que no se encontraba en Ascencion. Lahanas et. al. (1998), al
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trabajar con ADNmt de 80 tortugas verdes en un sitio de forrajeo en las Bahamas,
estuvieron entre los primeros investigadores en determinar que en dicho sitio se
conglomeraban tortugas provenientes de multiples colonias de anidacion del Caribe.
Estos y otros estudios posteriores confirmaron que a pesar del traslape constante en los
sitios de alimentacion, cada colonia de anidamiento se comporta como unidad
reproductora independiente y diferenciada por el ADNmt, ya que este es de herencia
matrilienal y el comportamiento filopatrico de las hembras lleva al aislamiento
reproductivo y la divergencia en la frecuencia de haplotipos (Bowen 1992; Allard et. al.
1994). La region control (CR) del ADNmt, estd compuesta de ADN no codificante y tiene
aproximadamente 1000 bp de longitud. Por su herencia matrilineal y por ser la region con
mayor tasa evolutiva es un marcador molecular méas confiable para conocer la estrucura

genética y los stocks reproductivos de las tortugas marinas.

Debido a las dificultades que presentan otros métodos, el uso de marcadores genéticos
es una forma muy confiable y relativamente barata para estudiar la relacion entre los
sitios de alimentacién y desarrollo (que son agregaciones de individuos provenientes de
varios origenes natales) y anidacion (también llamados “stocks™ o sitios de origen), que
permite procesar gran cantidad de muestras simultaneamente y ademas puede dar
informacidn sobre la diversidad genética de la poblacion, lo cual es vital para fines de

conservacion.

Las herramientas moleculares y el Andlisis de Stocks Mezclados son frecuentemente
utilizadas para conocer la composicién de la poblacién y las contribuciones de cada sitio
de anidacion a los sitios de forrajeo de C. mydas y otras especies de tortuga marina.
Distintos investigadores se han dado a la tarea de caracterizar genéticamente las playas de
anidacion mediante la CR del ADNmt, y se han ido publicando en GenBank, como parte

de una colaboracion internacional para estudiar las rutas migratorias de las tortugas
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marinas y la relacion entre los sitios de anidacion y alimentacion (Benson et. al. 2005,
NOAA 2015).

Entre otros estudios de este tipo con C. mydas en el Océano Pacifico, se puede
mencionar a Amorocho et. al. (2012), que estimd la composicion poblacional de tortugas
negras juveniles en el sitio de alimentacion Isla Gorgona (Colombia), y encontro que la
mayoria de individuos provenian de Galapagos y Michoacan, pero habia dos individuos
con haplotipos que se parecian mucho a las secuencias reportadas de la Polinesia
Francesa y Japdn, ademas de uno cuya secuencia se parecia mucho a la reportada en dos
atolones de Micronesia. Dutton et. al. (2008), encontraron que la poblacion de C. mydas
en el Archipiélago Hawaiano se comporta como una sola unidad de manejo, con un solo
stock genético de seis haplotipos, todos provenientes del sitio de anidacion FFS. Se
compararon las secuencias de 788 tortugas muestreadas en zonas de alimentacion de
dicho archipiélago con los datos de tres posibles sitios de anidacion (FFS, Michoacan y
Galapagos), pero Unicamente tres individuos presentaban haplotipos no encontrados en
FFS.

La combinacidn de los datos provenientes de los distintos tipos de rastreo (genético,
fisico y satelital) sugiere que hay un traslape considerable entre las poblaciones
costarricenses, michoacanas y galapaguefias dentro de las zonas de alimentacién de
Centroamérica (Hart et. al. 2015).

10. Analisis de Stocks Mezclados. Puede conocerse el origen natal y la contribucion
relativa de cada sitio de anidacion a un sitio de alimentacion determinado a través de un
Analisis de Stocks Mezclados (MSA), una herramienta originalmente desarrollada para
conocer la composicion de las poblaciones de salmon en los sitios de alimentacion
costeros (Bolker et. al. 2003). Esta ha comprobado ser una herramienta muy Util para

conocer la conectividad entre los habitats que usan las tortugas marinas y otros animales
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marinos migratorios a lo largo de su vida. La mayoria de MSA en tortugas marinas se ha
realizado en el Oceano Atlantico y el Caribe y cada vez hay mas estudios para conocer el
comportamiento de las especies del Pacifico Oriental. Segun distintas publicaciones, se ha
logrado descubrir que hay diversos factores que influyen en la composicion genética de
un area de alimentacion, por ejemplo el tamafio de la poblacion del sitio de origen
(Lahanas et. al., 1998), las corrientes superficiales (Lucas et. al., 2004) y el
comportamiento de fidelidad a los sitios de nacimiento (Bowen et. al. 2005, Bass et. al.
2006). El grado en que cada uno de estos factores contribuye puede variar entre distintas
zonas de alimentacion (Jensen et. al. 2013).

El supuesto basico de un MSA bayesiano se define por la frecuencia haplotipica de
cada uno de los stocks potenciales (Pella y Masuda 2001). Cuando se asignan
probabilidades iguales a cada stock potencial de contribuir a la composicion genética de
un sitio mezclado, el supuesto se denomina flat prior (LaCasella et. al. 2013). Sin
embargo, cuando los stocks potenciales muestran poca diferenciacion genética entre si,
haplotipos compartidos o diferencias grandes en el tamafio de la poblacion, puede darse
un “peso” a los supuestos previos (weighted priors) acorde a informacion biol6gicamente
significativa que pudiera dar explicaciones adicionales sobre la contribucién de los stocks
a un area de alimentacion (Bass et. al. 2006, LaCasella et. al. 2013). Por ejemplo, se le
puede dar mas peso dentro del calculo al sitio de anidacion con la poblacion mas grande o
al geogréficamente méas cercano al sitio de alimentacion que se est4 estudiando. En los
MSA de agregaciones de tortugas marinas hay tres aspectos que se ha hipotetizado como
los méas determinantes al componer un sitio de forrajeo: (1) el tamafio de la poblacion de
los stocks de anidacion; (2) la distancia entre el sitio de alimentacion y los stocks de
anidacion y (3) las corrientes marinas que conectan ambos habitats (Lahanas et. al. 1998,
Bass y Witzel 2000, Luke et. al. 2004, Bass et. al. 2006).
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Para complementar la informacion obtenida por el MSA, usualmente se hacen
estimaciones de diversidad genética, particularmente las de diversidad haplotipica (h) y
diversidad nucleotidica (). Ambos indices de diversidad son valores de probabilidad
entre 0 y 1. La h toma el nimero de haplotipos en una poblacion y su frecuencia,
estimando la probabilidad de que dos haplotipos elegidos al azar sean diferentes entre si.
La m mide la probabilidad de que dos sitios homologos al azar sean diferentes entre si. ES
decir, un alto valor de h indica que hay un gran numero de haplotipos en la poblacién y
un alto valor de n indicaria que los haplotipos presentes divergen mucho entre si (Nei y
Li 1979; Nei 1987; Goodall-Copestake et. al. 2012)

B. JUSTIFICACION

Las tortugas son un grupo muy antiguo, que ha sobrevivido por casi 220 millones
de afios, las tortugas marinas existen hace aprox. 110 millones (Spotila 2004). En la
actualidad aproximadamente la mitad de especies de tortugas existentes (entre ellas todas
las tortugas marinas) estan en riesgo de extincion. Esto las hace el grupo de vertebrados
mas amenazados del mundo. Entre sus mayores amenazas se cuenta el trafico de
mascotas, uso de distintas partes de su cuerpo para medicina tradicional, destruccion y
contaminacion del habitat, consumo de carne y huevos (WCS 2014) y la elaboracion de

objetos artesanales con su caparazon, en el caso especifico de la tortuga de carey.

Las siete especies de tortugas marinas estan en la Lista Roja de IUCN como
Vulnerables, En Peligro o En Peligro Critico. En todas las especies hay poblaciones en
declive, debido a la captura accidental (bycatch) de la industria pesquera, ingesta
accidental de plasticos, caza por su carne o caparazon y el consumo de sus huevos.
También se ven afectadas por el desarrollo y aparicion de infraestructura de las playas de

anidacion, ya que la luz artificial desorienta a las crias en su camino al mar y la presencia
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de gente, barreras fisicas, ruidos y luces puede impedir que las hembras aniden. A pesar
de que todas las especies estan incluidas en el Apéndice | de CITES que prohibe el
comercio de los animales, sus partes o derivados, en muchos paises persiste el comercio
ilegal o sin regulaciones y el consumo de objetos de carey, carne de tortuga verde, aceite
de tortuga baula, huevos de parlama, entre otros. La gran cantidad de amenazas que se
ciernen sobre las tortugas marinas hace urgente la investigacion aplicada a la
conservacion en distintos aspectos de su biologia, con la esperanza de que al

comprenderlas mejor se podra elaborar mejores estrategias para protegerlas.

La tortuga negra o tortuga prieta (C. m. agassizii) es una poblacion de C. mydas
que habita exclusivamente en el Pacifico Oriental y se distingue de las poblaciones del
resto del planeta por su tamafio mas pequefio y coloracién oscura. Sus principales sitios
de anidamiento estdn en las costas de México (especialmente Michoacan y las Islas
Revillagigedo), Ecuador (Islas Galapagos) y Costa Rica, con anidacion esporadica en
otras playas tropicales del continente americano. Como todas las tortugas marinas,
durante su ciclo de vida migra entre diversos tipos de habitat, desde su nacimiento en una
colonia de anidacién, hasta sitios de alimentacion (forrajeo) en los que se congregan crias,
jévenes, adultos o una mezcla entre varios estadios. Estos pueden estar 0 no cercanos al
sitio de nacimiento de cada animal, al que las hembras volveran para poner sus propios

huevos.

Entender la extension geogréfica por la que se desplazan las tortugas en sus
distintas etapas de vida es extremadamente importante para elaborar planes de manejo y
conservacion, particularmente para formular y hacer las modificaciones pertinentes en la
Estrategia Nacional de Tortugas Marinas de Guatemala. Si una tortuga cruza aguas
internacionales o llega a un pais sin las medidas de proteccion necesarias, los esfuerzos de
conservacion en otras partes del mundo pueden verse afectados. Los resultados de este

estudio proveeran evidencia genética a la conjetura de que la PN aglomera tortugas de
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distintas partes del Pacifico Oriental y comprobaré o refutard que también hay individuos
provenientes de otras regiones, como el Pacifico Central o incluso el Pacifico Occidental.
Estos hallazgos seran importantes para incluir en una actualizacion del Plan Maestro del
PNSN vy fortalecerd la necesidad de priorizar la conservacion de las &reas marinas y

costeras en colaboracion con otros gobiernos.

C. OBJETIVOS

1. General. Contribuir al conocimiento sobre la historia natural y rutas migrato-

rias de las tortugas negras a traves del estudio de ADNmt.

2. Especificos

e Definir de qué playas de anidamiento provienen las tortugas negras que llegan a
alimentarse a la Poza del Nance, Parque Nacional Sipacate Naranjo, Escuintla por
comparacion de secuencias de ADNmt reportadas en sitios de anidacion.

e Determinar si la cercania geografica o el tamafio de poblacion de playas de anidacién
influye en la composicion de haplotipos de la poblacion de la Poza del Nance.

e Conocer la composicién de haplotipos en la Poza del Nance mediante la
amplificacion de fragmentos de la region control del ADNmt.

e Estimar la contribucidn relativa de cada uno de los sitios de anidacion al sitio de

forrajeo a través de un Analisis de Stocks Mezclados.

D. HIPOTESIS DE TRABAJO

La proporcion de haplotipos provenientes del sitio de anidamiento con mayor

poblacion (Michoacan, México) es de mayor a la de otras playas de anidacion en como
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Galédpagos, Revillagigedo y Costa Rica, debido a la relativa accesibilidad y cercania

desde México.
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1. MARCO METODOLOGICO
B. PROCEDIMIENTO

1. Sitios de estudio

a. Parque Nacional Sipacate-Naranjo. El Parque Nacional Sipacate-
Naranjo fue creado en 1969 mediante un Acuerdo Gubernativo para proteger especies
forestales valiosas, aves marinas y otras especies de fauna silvestre en vias de extincion.
Esta ubicado a 35msnm en el litoral del municipio de La Gomera, departamento de
Escuintla en la latitud 14°05°03” y tiene 2000 hectareas (20km?) de extension (Figura 4).
Estuvo bajo la responsabilidad de diversas instituciones pero nunca hubo un sistema
administrativo ni un plan de manejo, provocando degradacion del medio y
sobreexplotacién de los recursos. ElI primer Estudio Técnico en el parque no fue
elaborado sino hasta el afio 2000, cuando el CONAP tom6 formalmente la administracion
del PNSN vy elabord el primer y Gnico Plan Maestro del area hasta la fecha (CONAP
2002).

El area presenta clima célido con estacion seca (noviembre-abril) y lluviosa
(mayo-octubre). Estd en la zona de vida Bosque Seco Subtropical (Bs-S) segun
Holdridge. EIl sistema hidrico del area es de relevancia por la interdependencia entre el
sistema marino, estuarino y fluvial. El sistema de humedales del area protegida es de gran
importancia porque no solo alberga enorme riqueza de flora y fauna sino que provee
servicios ambientales como captura y retencion de sedimentos y nutrientes, proteccion de
las lineas costeras, mantenimiento de calidad, carga y recarga de agua, etc. Ademas,
provee recursos a la comunidad al ser un punto de potencial ecoturistico, surf, fuente de
extraccion de lefia de mangle, madera y hojas de palma para construccién, via de

transporte acuatico y pesca, entre otras.
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El sitio es estd reportado para desove de tortugas marinas baule (Dermochelys
coriacea), parlama (Lepidochelys olivacea) y hay reportes de desoves ocasionales de
carey (Eretmochelys imbricata). No hay reportes de que la tortuga negra desove en este
sitio, pero es relativamente facil de encontrar dentro de la Poza del Nance (CONAP,
ONCA y FONACON 2002). La Poza, es un area de alimentacion y reproduccion para la
tortuga negra que las alberga todos los meses del afio, por la gran cantidad de algas en el
area, en especial Gracilaria sp. (CONAP 2008). Las cuatro especies de tortuga reportadas
en el parque estan en el apéndice | de CITES, dentro de categorias de amenaza de la
IUCN vy en la categoria 3 de manejo de LEA-CONAP, salvo por la carey, que esta en

categoria 2.

b.  Poza del Nance. La poza es una de las areas méas anchas y profundas del
estero Sipacate. Dicho estero se extiende desde Sipacate hasta el Paredon Buena Vista y
constituye el inicio del Canal de Chiquimulilla (ver Figura 6). Las orillas del estuario
estdn extensamente cubiertas de manglar y sus aguas tienen influencia del mar, agua
dulce continental y precipitacion pluvial (c). Dicho lugar es un sitio de reproduccion y
forrajeo para C. m. agassizii durante todo el afio. El informe anual para Guatemala de la
Convencién Interamericana para la Proteccion y Conservacion de las Tortugas Marinas
(2010) identificd la navegacion en lancha como la mayor amenaza para la especie en
dicho habitat, ya que al circular a altas velocidades puede causarse lesiones a los
animales. Varios individuos capturados a lo largo de los afios durante la identificacion y
marcaje que ha hecho Protortugas se han encontrado con heridas ocasionadas por propela

de motor.
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Figura 6. Mapa de la Poza del Nance.
Se resalto en amarillo el Departamento de Escuintla, el PNSN tiene una marca roja.

La Poza del Nance esta sefalada con una marca rosa.

Ubicacion de Poza'del Nance
Parque Nacional Sipacate-Naranjo,
 Escuintla, Guatemala

D o1 -

(Elaboracion propia)

2. Captura de ejemplares. El protocolo utilizado para capturas es el mismo que
Protortugas ha utilizado desde sus inicios, que corresponde a las sugerencias del manual
de Eckert et. al. (1999). Se utiliza un trasmallo de seda verde no. 120, de 200m de
longitud por 5m de alto, con luz de tres pulgadas en cada espacio. Este se extiende a lo
ancho de la poza, fijando la red en un extremo. Una vez completamente extendido, se
dejan pasar aproximadamente 5-10 minutos y la red comienza a cerrarse ambos lados, en
forma de gota, para que todas las tortugas que hayan estado nadando en el area queden
controladas.
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Luego, una por una se les sacara de la red y subira a la lancha para llevarlas hasta la
orilla, donde se les colocara una toalla mojada sobre los ojos para evitar el estrés,
mientras esperan a ser sexadas, pesadas, medidas, marcadas segun los estandares y
métodos del manual de NMFS-SEFSC (2008) y se les tomara una muestra de tejido

cutaneo (como se especifica en la seccidn 4). Luego se les liberara de vuelta a la poza.

Como requisito legal, es indispensable tener una licencia de investigacion de
CONAP para este proyecto, ya que implica la manipulacion de fauna silvestre en su
ambiente natural, y una licencia de colecta para poder tomar y procesar las muestras de
tejido cutaneo. Institucionalmente se requiere la autorizacion del Comité de Etica en
Cuidado y Uso Animal (CEUCA) de la UVG. Estos documentos se incluyen en los
Anexos 4,5y 6.

3. Marcaje y medidas. A todas las tortugas nunca capturadas en la Poza del Nance
se les identifica con marcas PIT marca Avid® los cuales transmiten y se leen a una
frecuencia de 125kHz. Siguiendo la metodologia estdndar, también utilizada por
Protortugas desde 2002 y acorde al manual NMFS-SEFSC (2008). Al capturar un
ejemplar, se le pasaba el lector por el hombro derecho y el resto del cuerpo para saber si
estaba previamente marcada y en caso afirmativo se anot6 el niUmero. Si era una tortuga
nueva (nunca antes capturada), se le inyectaba una marca PIT Avid® nueva en el
musculo del hombro derecho.

Ademas de estas, se colocan marcas metalicas externas (flipper tags)
manufacturadas por NBT (National Band and Tag Company, Kentucky, EEUU), hechas
de aleacion Inconel® 681, parte de la serie GC000-GC999. Estas se colocan segin
métodos estandarizados, con un aplicador especial en las aletas anteriores a todas las

tortugas que no las posean, con el numero par del lado derecho y un impar del lado
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izquierdo. De esta forma en la base de datos, a cada tortuga le corresponden dos numeros:
los de las marcas de las aletas y la del PIT. Las marcas metéalicas viejas que no hayan sido
colocadas por Protortugas se anotaran y reportaran a la entidad que las marco
originalmente, para contribuir a los proyectos de recuperacion de datos. También se dara
aviso al CMTTP (ACCSTR, Universidad de Florida, EEUU), que es el programa
centralizado encargado de manejar los datos de marcaje y facilitar el intercambio de

informacion.

Si la etiqueta de una tortuga ya marcada luce dafiada, cubierta por organismos (por
ejemplo, percebes) que no pueden despegarse o si la marca parecia estar en riesgo de
desprenderse, la etiqueta vieja se removia y se colocaba otra. Se procede de igual forma si
la etiqueta vieja estd colocada de una forma que dafie al animal (crecimiento de tejido
alrededor o rasgando el tejido), procurando que las etiquetas nuevas no causen

incomodidad. En ambos casos, las etiquetas retiradas se reportaran (NMFS-SEFSC 2008).

4. Toma y almacenamiento de muestras de tejido cutaneo. Se tir6 con una pinza
de la piel suave de la aleta posterior derecha y con un bisturi (una hoja nueva por cada
animal), se obtuvo aprox. 0.5-1 cm? de tejido del borde posterior de la aleta, se cortd en
pedazos mas pequefios dentro del tubo para aumentar la penetracion del buffer y se
almaceno en buffer SED (250mM EDTA pH8.0; 20% DMSOQO; saturado de NaCl aprox a
230 g/L) en tubos de 2mL, sin refrigeracion (Chassin, O.; Profesor titular del Centro
Multidisciplinario de Estudios en Biotecnologia, UMICH 2015 comunicacion personal).
Se envolvio la tapa de cada tubo con parafilm para evitar escurrimiento de liquido durante

el transporte.

Antes y después de la toma de tejido se desinfectd el area con gluconato de
clorhexidina al 0.5% para preparar la piel y prevenir infecciones en la zona de corte. Este

procedimiento provoca poco 0 ningun sangrado. Todo el tiempo se usaron guantes
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quirargicos. Stephens et. al (2010) comprobaron con Lepidochelys kempii que la biopsia
de tejido es un método poco invasivo, minimiza el estrés para el animal y es una fuente

confiable de ADN de calidad, comparable al que se puede obtener de la sangre.

Después de la toma de muestra los guantes quirdrgicos y pinza se enjuagaron con
agua, alcohol y luego hipoclorito de sodio 1% para evitar contaminacion. Ademas, por
cada cinco individuos capturados se cambiaron los guantes por unos nuevos (Avalos, A.;
investigador del Instituto de Investigaciones, UVG, 2015 comunicacion personal). Cada
tubo (en la tapa y lateral) se identifico con un codigo de muestra y la fecha. En los anexos
1y 2 se presentan las hojas de campo que se usaron en la investigacion: el anexo 1
incluye las medidas que Protortugas toma en todas las visitas y una hoja adicional que
relaciona las marcas con el codigo de muestra de tejido, el cual consistié en tres nimeros,
comprendidos en una serie desde 001 hasta 999 a fin de facilitar el etiquetado y

procesamiento de la informacion.

5. Extraccion de ADN. Se procesaron las muestras en los laboratorios de Biologia
de la Universidad del Valle de Guatemala. Para extraer el ADN se utilizé el siguiente
protocolo para C. mydas, elaborado por Fitzsimmons (1997) y con las recomendaciones

basadas en entrevistas con el Dr. Omar Chassin (2015):

e Pesar aprox. 0.1g de tejido de cada muestra y se agregarle 300uL de solucién
de extraccion (10mM Tris-HCI; 1mM EDTA; 10mM NaCl; 0.1% SDS) y 5uL
de proteinasa K (10mg/mL) en un vial de 1.5mL.

e Incubar entre una y tres horas a 60°C, invirtiendo ocasionalmente los viales.

e Afadir 150uL de acetato de amonio 7.5M vy refrigerar por 20 minutos a -70°C
para precipitar las proteinas.

e Centrifugar por 20 minutos a 13,000rpm a 4°C y transferir el sobrenadante a un

vial limpio.
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e Para precipitar el ADN, afadir 1mL de etanol 95% frio y refrigerar a -70°C por
20 minutos (o toda la noche) y centrifugar durante 20 minutos a 4°C.

e Eliminar etanol por decantacion evitando perder la pastilla. Luego afadir
600uL de etanol 70% frio y centrifugar a 13,000rpm durante 20 minutos a 4°C.

e De nuevo eliminar el etanol de los viales por decantacion y secar la pastilla a
temperatura ambiente.

e Resuspender la pastilla en 100uL de agua bidestilada desionizada y almacenar
el tubo con ADN a 4°C.

6. Determinacion de la integridad, pureza y cuantificacion del ADN en solucion.
En geles de agarosa al 1% tefiidos con GelRed®, se corrieron 4uL del ADN més 1uL de
Loading Dye vy se revelaron bajo un transiluminador de luz ultravioleta, para examinar su
integridad. Se obtuvo la concentracion de ADN en ng/uL de cada muestra mediante un
analisis con NanoDrop™, colocando un blanco cada diez muestras para asegurar que la
calibracién y la lectura eran correctas. Finalmente, se procedié a amplificar todas las
extracciones exitosas.

7. Amplificacién de ADN. Los PCR y analisis de datos se hicieron en el Centro de
Investigacion de Biologia Celular y Molecular de la Universidad de Costa Rica (CIBCM-
UCR), San Jos¢, Costa Rica. Se amplifico el ADN con los cebadores LCM15382 (5'-
GCTTAACCCTAAAGCATTGG-3") y H950 (5'GTCTCGGATTTAGGGGTTT-3') para
la la regidn control de ADNmt, de acuerdo a lo sugerido en la publicacion de Abreu-
Grobois et. al. (2006) y usados para C. m. agassizii (Dutton et. al.2014). En muchos
estudios similares para sitios de forrajeo se han usado los cebadores DHCM2 y LTCM2
(Amorocho y Reina 2007; Anderson et. al. 2013; Dutton et. al. 2008) que amplifican entre
380 y 510 bp, pero los cebadores escogidos amplifican alrededor de 773-880bp. Ese
incremento en la resolucion puede ayudar a distinguir entre haplotipos muy similares
entre si (Abreu-Grobois 2006).
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Figura 7. Diagrama de flujo del procedimiento de extraccion de ADN utilizando el

protocolo de Fitzsimmons (1997) con sugerencias adicionales de Chassin
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(Com. pers. 2015)

Para amplificar las muestras se hizo una mezcla de PCR a un volumen final de 25uL a
los que se afiade la solucién de ADN. La receta de PCR, con un volumen final de 25uL
estd modificada a partir de la proporcionada por Heidemeyer (com. pers. 2015): 0.132mM
dNTPs, 2.0mM de MgCl,, 0.88mM de cada cebador, Buffer de PCR (Thermo Scientific)
1X, 1U de Tag polimerasa (Thermo Scientific) y solucion de ADN mitocondrial
(20ng/pL).

Las condiciones utilizadas en el termociclador fueron:
1. Desnaturalizacion inicial por 4 minutos a 94°C.
2. 35ciclos de:

a. desnaturalizacién a 94°C por 50 segundos,
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b. anillamiento a 50°C por 30 segundos y
c. 30 segundos de polimerizacién a 72°C por 60 segundos.

3. Extension final por 7 minutos a 72°C y un ciclo final de 3 minutos a 30°C.

En cada PCR se incluyé un blanco y un control positivo para detectar contaminacion
o cualquier otro tipo de fallo. Los resultados de la amplificacion se visualizaron en geles
de TBE y agarosa al 1.2% tefiidos con GelRed®.

8. Analisis de secuencias. Los productos de PCR se enviaron por correo a los
laboratorios de MCLAB EN Estados Unidos para ser purificados y posteriormente
secuenciados. Se mandaron tubos rotulados con 10 pL de cada producto amplificado en

una concentracion de 10-20 ng/pL, junto con 10 uL de cada cebador a 3.2 uM.

Al recibir de vuelta los electroferogramas, se utilizo el software Geneious R9 (Kearse
et. al. 2012) para alinear, curar y recortar las secuencias recibidas y compararlas con los
datos ya publicados de las secuencias de la regidon control del ADNmt en sitios de
anidacién publicadas en GenBank® del NCBI (Benson et. al. 2005) y la base de datos de
la NOAA (2015). Se usé la nomenclatura estandar de los haplotipos de 384bp, con el
prefijo CmP (propio de la poblacién del Océano Pacifico) seguido por una secuencia de
nimeros asignada a los distintos sitios y el sufijo numérico secuencial asignado por
Dutton et. al. (2014) para indicar variantes por polimorfismo en las 386bp adicionales en

las secuencias de 770bp. Los haplotipos nuevos (también llamado ‘“huérfanos”) se

enviaron al Dr. Peter Dutton (peter.dutton@noaa.gov) y al Dr. Michael Jensen

(lensen@noaa.gov), de la NOAA para confirmar el estado de la secuencia y asignarle un

nuevo numero, a fin de poder proceder a publicarlo en GenBank.


mailto:peter.dutton@noaa.gov
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9. Anadlisis de datos. Con el programa Arlequin 3.5.1.3 (Excoffier 2009) se estimo la
diversidad haplotipica (h) basada en Nei (1987) y nucleotidica (x) basada en el modelo de
Tamura y Nei (1993). Las contribuciones relativas de cada sitio de anidacion cuyos
haplotipos se encuentren en la Poza del Nance se estimaron usando un Andlisis de Stocks
Mezclados (MSA). El programa utilizado fue BAYES (Pella y Masuda 2001), el cual
utiliza probabilistica bayesiana para estimar la composicion mezclada de un sitio,
pudiendo incluir supuestos previos. Para el MSA de este estudio Unicamente se tomaron
en cuenta los haplotipos que también se encontraban en al menos uno de los sitios de
anidacién. ElI MSA de este estudio incluy6 un flat prior (dar a todos los posibles sitios de
origen una probabilidad igual de contribuir al sitio de anidacion) y dos weighted priors
(dar mayor peso dentro del célculo probabilistico a ciertos sitios de anidacion segln
alguna caracteristica): de tamafio poblacional y para la distancia geogréfica entre los
stocks de anidacion cuyos haplotipos se encontraron en la poza del Nance.

Para el weighted prior de tamafio poblacional se calcul6 la proporcién del tamafio
de cada stock sobre el total de hembras anidantes totales en todos los stocks, y se dio
mayor peso a sitios con mayor poblacion de hembras anidantes. Los valores de tamafio
poblacional se obtuvieron de Seminoff et. al. (2015) y Heidemeyer (no publicado). El
weighted prior de distancia se calculd usando la proporcién de distancias totales dividido
entre las distancias especificas desde cada sitio, las cuales se estimaron con el programa
Google Earth version 7.1.5.1557. Para cada uno de los priors se realizaron cuatro cadenas
MCMC (Marcov Chain Monte Carlo), una por cada uno de los cuatro sitios de anidacion
potencial, con 50,000 permutaciones por cadena. En el Cuadro 1 se pueden encontrar los

supuestos utilizados para crear el modelo.



Cuadro 1. Valores de los supuestos utilizados para el Andlisis de Stocks Mezclados.

Distance prior Population size prior
Pl.a ve .d,e Flat prior ) . Tota'I,/ Hembras
anidacién Distancia  proporcion de i g
. . anidantes  Proporcion
(km) distancia del
anualmente
stock
Revillagigedo 0.25 2432 0.22 500 0.63
Michoacdan 0.25 1473 0.20 11580 0.19
Costa Rica 0.25 715 0.45 2826 0.15
Galapagos 0.25 1628 0.13 3603 0.03
TOTAL 1.00 6248 1.00 18509 1.00
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1. RESULTADOS

A. Tamanio y sexo de los individuos muestreados

Se tomaron muestras de tejido de 34 individuos en total, de los cuales 32 eran
hembras y dos machos, todos adultos sexualmente maduros. El largo curvo del caparazén
(CCL, curved carapace length por sus siglas en inglés) de los individuos muestreados es
de 83.08 cm y el peso promedio de 65.19 kg. Se depurd la base de datos de medidas
recopilada por Protortugas en diversos muestreos desde el afio 2000, la cual compila los
datos de 147 individuos en total. Al obtener los promedios de tallas de dicha base de
datos, se encontré un CCL promedio de 83.58 cm (desviacion estandar +/- 11.46¢cm) y
71.44 Kg (desviacion estandar +/- 26.28 kg), como puede analizarse en las figuras 8 y 9.

De estos 147 individuos, cinco estan identificados como machos sexualmente maduros.

Figura 8. Promedio de CCL en tortugas de PdN de acuerdo a la base de datos de
Protortugas (n=147)
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Figura 9. Tamafio de las tortugas de PdN (CCL) de acuerdo a la base de datos de

Protortugas (n=147), dividido en clases de tallas de 5cm.
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B. Extraccion y amplificacion de ADN.

Se extrajeron un total de 34 muestras de individuos distintos. El rendimiento
promedio de las muestras fue de 534 ng/pL La integridad de las muestras es buena, como

puede observarse en la Figura 10.

Se realizo el procedimiento de amplificacion para las 34 muestras, basandose en la
concentracion mostrada en el NanoDrop™ para diluir el ADN a 20ng/pL. En los casos
que no se obtuvo amplificacion en el primer intento, se repitio el procedimiento y se
ajustaron las diluciones de ADN si era necesario. Finalmente todas las muestras
amplificaron exitosamente. En todos los casos se utilizé un blanco y un control positivo
para asegurar la confiabilidad de los resultados. Los resultados pueden observarse en la

Figura 11.
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Figura 10. Gel de integridad de ADN.

El numero arriba de cada carril indica el codigo de muestra.

o012 013 o014 015 016 07 ms o019 020

001

C. Anadlisis de stocks mezclados, diversidad haplotipica y nucleotidica.

Después de recibir los resultados de la secuenciacion, las secuencias se recortaron a
773bp, se alinearon y se compararon con la base de datos de haplotipos mitocondriales
que se han caracterizado en distintas playas de anidacion alrededor del mundo, y cuyas
secuencias se encuentran disponibles en GenBank® del NCBI (Benson et. al. 2005) y la
base de datos de la NOAA (2015). Se encontrd un total de ocho haplotipos en el sitio.
Siete de estos pudieron asignarse a sitios de anidacion y uno era un haplotipo huérfano,

al cual las entidades correspondientes nombraron como CmP 7.2.
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Figura 11 (a), (b), (c), (d) y (e). Geles de amplificacion de ADN. EI nimero de arriba es
el codigo de muestra, abajo esta la razon de dilucion del ADN. CP: control positivo; B:

blanco; E: escalera.
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En el Cuadro 2 se puede apreciar la frecuencia de haplotipos encontrados en los
distintos sitios de anidacion,y en la Poza del Nance. El valor obtenido para diversidad
haplotipica (h) fue de 0.7023 + 0.0668 y para diversidad nucleotidica (r) fue de 0.002318
+ 0.001527. En el Cuadro 3 se presentan los resultados del MSA, mostrando una
contribucion mayoritaria de Michoacan sobre los demas sitios de anidacion en los tres

priors utilizados. Los resultados de los priors difieren muy poco entre si.
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Cuadro 3. Fesumen delosresultados del M3A enBAYES: contnbucionrelativa de cadaplaya de amdacion (%e), con su

Plava de
anidamiento

respectiva desviacion estandar (SD) e intervalos de confianza del (CI)

Flat priors

Media . SD | CI(95%)

Distance priors

Media | SD | CI(93%)

Media . SD | CI(25%)

Eevillamgzedo
Michoacan
Costa Rica

Galapagos

1000 : 1970 | 0005679
7432010640 51.56-92.64
6.540 : 6.650 @ 0002372
18.140:10290 18374123

0520 1380 : 000457
73980 :10.540  51.28-92.17
§.520 :7.140 : 0.07-2631
16980 :10.120 ' 1.04-39.86

0.110 : 0.660 : 0-00-122
76.600 10490 53909452
5210 6330 | 0.00-22.15
18.080 10270 | 1.63-41.11

14%



4%



IV. DISCUSION

A. Caracteres morfoldgicos

Entre las C. mydas del Océano Pacifico se distinguen dos morfotipos: el “negro”,
caracterizado por una coloracion en tonos de verde olivo, gris y café, y el “amarillo”,
con menos pigmentacion y tonalidades mas claras en la piel y el caparazon, en tonos
de ocre, amarillo, verde y café claro (ver Figura 12). Todas las tortugas capturadas en
Poza del Nance presentan el morfotipo “negro”, caracteristico de las poblaciones del
Pacifico Oriental, lo cual se observa claramente en la Figura 13. Esta caracteristica,
junto con los resultados de los haplotipos encontrados, permite inferir que en este sitio
de alimentacién es muy poco probable que haya migracion transpacifica, de la cual si
hay indicios en varios sitios de alimentacion en Costa Rica (Heidemeyer, com. pers.).

Se distinguio a los individuos sexualmente maduros de los jovenes con los datos
de talla media de anidacion de Michoacan (que seria el stock que més contribuye a la
composicion poblacional de PdN), que es de 77.3cm CCL. Un individuo no se
considerd maduro si el CCL era <77.3cm y adulto si el CCL era >77.3cm (Seminoff
2000; Figueroa et. al. 1993). Se distingui6 a los machos y hembras de acuerdo con la
longitud de la cola (ver Figura 12), identificando como machos a los individuos con
un largo de cola mayor a 10cm y machos adultos aquellos con colas mayores o
iguales a 20cm de longitud (Ross 1984, Limpus y Reed 1985, Wibels 1999). Por las
longitudes (83.58cm) y pesos promedio (71.44kg) hallados en el area a lo largo de los
afios, se observa que este es un sitio de alimentacion dominado por adultos
sexualmente maduros y fuertemente sesgado hacia las hembras (N=147, de los cuales
5 machos y 142 hembras, segun los datos extraidos de Protortugas). Al tomar los
datos de longitud, peso y sexo unicamente de los individuos de los que se extrajo
ADN
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(N=34), los datos no difieren de la base de datos anterior: se capturaron 32 hembras y
2 machos, con un CCL promedio de 83.08cm y un peso promedio de 65.19kg.

Figura 12. Comparacion de la longitud de la cola entre un macho (izquierda)

y una hembra (derecha) sexualmente maduros

- ©SWFSC, NMFS Reseatch perhit #1591

(Fotografia de NOAA South West Fisheries Center, EEUU).

Aunque es posible distinguir facilmente a los adultos sexualmente maduros de
subadultos y juveniles por el dimorfismo sexual y con las medidas de peso y longitud,
en este caso no se puede saber en qué fase de su ciclo reproductivo llegan las tortugas
a la PdN. Dado que las hembras pueden esperar varios afios entre una anidada y otra,
serian necesarios analisis hormonales y/o ultrasonidos, u otros métodos mas invasivos
para establecer si van a PdN antes de anidar, al volver, o en los periodos de descanso
entre ciclos reproductivos.
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Figura 13. Morfotipos observados en las C. mydas: “negro”,

caracteristico del Pacifico Oriental (izquierda) y “amarillo”, caracteristico del

Pacifico Occidental (derecha)

¥/

(Foto de Maike Heidemeyer, 2015)

Figura 14. Tortugas capturadas en un muestreo en PdN, todas poseen morfotipo negro

(Foto M. Chavarria, 2015)
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B. Analisis de ADNmt

Este estudio es el primero en documentar los origenes natales de las tortugas

negras que se alimentan en Guatemala. Se descubrieron origenes multiples de los

individuos agregados en PdN, principalmente de México y Ecuador, como se detallara

en los parrafos siguientes.

La composicion de haplotipos en la PdN es (ver Cuadro 2):

17 individuos con el haplotipo CmP 4.1, un haplotipo universal que es el
mas numeroso en Colola (Michoacén)

7 individuos con haplotipo CmP 5.1, nativo de Colola (Michoacan)

5 individuos con haplotipo CmP 4.6, es el haplotipo universal, mas comun
en Islas Galapagos

1 individuo con haplotipo CmP 4.7, comun en las lIslas Gal&pagos,
también se ha detectado en un individuo de Isla San José (Costa Rica)

1 individuo con haplotipo CmP 4.8, nativo de Colola (Michoacén)

1 individuo con haplotipo CmP 8.3, nativo de Costa Rica

1 individuo con haplotipo CmP 15.1, nativo de Salinas (Islas Galapagos)

1 individuo con haplotipo huérfano, al que se le asign6é el nhombre CmP
7.2, tras ser enviado a la NOAA para su analisis y caracterizacion, donde

se le considero un haplotipo nuevo.

Los datos del MSA revelan que la contribucion mayoritaria es de la playa de

anidacion Colola (Michoacan), muy por encima de las demas. En porcentaje, para los tres

priors la contribucion de este sitio en promedio es de 74.97%. (Cl medio 52.24 -

93.11%). A este sitio le seguirian las Islas Galapagos, con una contribucion relativa
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promedio de 17.73% (CI medio 1.51 - 40.73%), una contribucion menor de Costa Rica,
con promedio 6.76% (CI medio 0.023 — 24.06%) y practicamente nula de las Islas
Revillagigedo, en promedio 0.54% (C1 medio 0.00 — 4.19%).

Los resultados del MSA no reflejan una diferencia considerable entre un prior y otro,
y en todos los casos los intervalos de confianza se traslapan. Esto quiere decir que, al
parecer, la distancia y el tamafio de poblacion no parecieran tener un efecto sobre la
composicion del sitio. Es decir, los resultados no cambian ya sea, asignando a todos los
sitios una probabilidad igual de contribuir al sitio de alimentacién, o dandole més peso
estadistico a los sitios mas cercanos geograficamente o a aquellos con mayor nimero de
hembras anidantes. Es interesante notar que los dos sitios que aportarian mayor cantidad
de individuos a la PdN (Michoacan y Galépagos), estan a méas de 1,400km de distancia,
mientras que los sitios de anidacion mas cercanos, en Costa Rica (a menos de 1,000km),
parecieran hacer una minima contribucién a la poblacién, aunque si se encontrd un
individuo con un haplotipo nativo de dicho sitio. Segun los estudios de Heidemeyer
(2015) en la Isla del Coco (Costa Rica) la mayoria de las contribuciones (ca. 91%)
provienen de Galapagos y hay contribuciones de hasta 5.5% provenientes del Pacifico
Occidental, a mas de 10,000km de distancia. Con esto podria inferirse que la cercania
muy probablemente no influye en donde se congregan las tortugas para alimentarse,
probablemente debido a que PdN es un sitio de agregacion de adultos y estos son
nadadores activos, que podrian no depender tanto de las corrientes oceénicas para
dispersarse. Sin embargo seria importante complementar los resultados con un anélisis de
este tipo para descartar completamente la posibilidad de que las corrientes oceanicas sean
un factor que favorezca la migracion, especialmente desde Michoacan hacia Guatemala.
Contrastando los resultados de este estudio con los de Heidemeyer (2015), pareciera que
Centroamérica podria funcionar como un puente de convergencia entre las poblaciones
anidantes del Pacifico Nororiental y Noroccidental, en el que Guatemala parece tener

mayor cercania al primero y Costa Rica al segundo.
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. Como puede observarse en la Figura 15, los intervalos de confianza del MSA en
todos los priors son muy amplios. Bowen y Karl (2007) mencionan que esto es muy
frecuente en los MSA de tortugas marinas debido a diversas limitaciones, por ejemplo, la
dificultad para muestrear todas las playas de anidacion, especialmente aquellas de
anidacién solitaria en localidades remotas. y el hecho de que aun se siguen descubriendo
poblaciones anidantes en lugares de dificil acceso. Por otra parte, no todas las colonias
anidadoras difieren mucho en su frecuencia haplotipica. Por lo tanto se puede considerar
que el presente estudio da una aproximacién confiable sobre la proporcion en la que

contribuyen los distintos stocks tomados en cuenta a la composicion poblacional de PdN.

Figura 15. Representacion gréafica de los resultados del MSA Bayesiano,
contribucion estimada de cada sitio de anidacion potencial, para los tres priors probados.
Los intervalos de confianza se representan como barras de error.

Los valores exactos de MSA se incluyen en el Cuadro 3.
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Las limitaciones para muestrear ciertas playas de anidacion deriva en que
ocasionalmente se encuentren haplotipos huérfanos en los sitios de alimentacion, a los
que es imposible asignarles un origen natal. En el presente estudio se localizé un solo
haplotipo huérfano, que se denominé posteriormente CmP 7.2. Como un ejercicio para
intentar inferir a qué poblaciones podria estar mas relacionado dicho haplotipo, se
realizaron dos Redes de Expansion Minima (Minimum Spanning Network, MSN por sus
siglas en inglés) introduciendo las secuencias en el programa PopART (Bandelt et. al
1999). Este tipo de red relaciona a los haplotipos con base en su numero de diferencias o
sustituciones. Se realiz6 un MSN relacionando unicamente los haplotipos encontrados en
PdN para ver en donde se agrupaba CmP 7.2 (Figura 15), y otro MSN tomando en cuenta
todos los haplotipos descritos para el Océano Pacifico cuyas secuencias se encuentran en
GenBank (figura 16), para ver si los resultados eran coherentes. En efecto en la Figura 16
se observa como todos los haplotipos encontrados en la PdN se agrupan juntos, indicando
que existe gran similitud entre ellos, como también lo indica el indice de diversidad
nucleotidica. En la figura 15 se observa que CmP 7.2 Se relaciona cercanamente con CmP
4.6 y CmP 15.1. Analizando los datos del cuadro 2 se observa que CmP15.1 es nativo de
las Galapagos y que CmP 4.6 también es muy frecuente en estas islas y en Costa Rica.
Por los resultados del MSA la autora se inclina a pensar que este individuo podria
provenir de las Galapagos. Se resalta que el analisis MSN no se incluye en la metodologia
ni los resultados ya que es Unicamente un ejercicio de inferencia que no suele encontrarse
en la literatura, ya que la mayoria de autores suelen analizar varios sitios de alimentacion
y muestras muy grandes donde pueden aparecer varios haplotipos huérfanos, asi que
suelen trabajar con cladogramas, y calcular Fst En este estudio no se contaba con los

datos necesarios para ello.
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Figura 16. MSN de los haplotipos encontrados en PdN para el presente estudio.

CmP7.2
n=1

CmP5.1
n=7 _

CmP15.1
n=1

1 samae

O PozaDelMance

La diversidad haplotipica es la probabilidad de que dos haplotipos elegidos al azar
sean diferentes. La diversidad nucleotidica es la probabilidad de que dos sitios homologos
elegidos al azar sean diferentes, es decir, mide que tan diferente es un haplotipo del otro.
En el caso de las tortugas, por el comportamiento filopatrico es de esperar que la
diversidad nucleotidica sea siempre menor a la haplotipica. Respecto a la diversidad
genética, se encontraron ocho haplotipos (h) totales en el sitio, incluyendo el haplotipo
huérfano. La diversidad haplotipica (h=0.7023 + 0.0668) fue alta y la nucleotidica (n=
0.002318 £ 0.001527) muy baja. Este resultado se interpreta como que hay numerosos
haplotipos en el sitio, pero todos son muy similares entre si, cumpliendo con el supuesto
anteriormente mencionado. Goodall-Copestake et. al. (2012) mencionan que una muestra
muy pequefia (n<5, para dichos autores), puede hacer que los calculos subestimen o
sobreestimen los indices de diversidad h y © y recomiendan tomar muestras con n>. De
acuerdo con estas afirmaciones, el tamafio de muestra utilizado en PdN deberia ser

suficiente, sin embargo se considera que si existe la necesidad de muestrear mas y durante
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maés tiempo para tener una idea de las fluctuaciones temporales de los individuos dentro

del sitio.

Figura 17. MSN con todos los haplotipos del Océano Pacifico disponibles en GenBank.
Los hallados en PdN se resaltan con rojo.
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C. Implicaciones para manejo y conservacion de la especie

Poza del Nance es un sitio de alimentacion de tortugas marinas adultas, que por el
gran volumen de capturas reportadas por Protortugas, se pensaba podia ser importante
para las poblaciones del Pacifico Oriental. La tortuga negra no tiene sitios de anidacién
reportadas en la Costa Pacifica guatemalteca, asi que no existian datos que permitieran
descifrar la posible proveniencia de dichos animales. Con este estudio se tiene una

primera aproximacion sobre la composicion genética del area.

A pesar de estar dentro de un area protegida, la PdN es un sitio muy intervenido y
sujeto a severos impactos antropogenicos, ya que hay turismo en las playas de la zona,
transito constante de lanchas con motor y pesca artesanal dentro de la poza, pesca de
camaron hacia afuera de la costa e influjo de contaminacion proveniente de rios y de
basura por las poblaciones cercanas. La agrupacion de veterinarios Protortugas, que ha
hecho rescates y chequeos del estado fisico, ha encontrado diversas lesiones en tortugas
de la PdN, entre las que se encuentran: ingesta de plasticos, anzuelos y redes, mortandad
y lesiones en el craneo y caparazén por propelas de lancha, heridas con artilugios
pesqueros (atrapadas en redes o enredadas con hilos de pesca, anzuelos clavados en
diversas partes del cuerpo), como puede verse en la Figura X (Carlos Alfaro y Jaime

Pérez com. pers.).

Es importante resaltar que de acuerdo a los estudios de la IUCN sobre las
poblaciones de hebras anidantes en el PO, la poblacién de hembras en Galapagos
practicamente no ha sufrido cambios en las ultimas tres generaciones (aproximando 1,400
hembras desde 1976 hasta 2001), probablemente debido a que hace mucho tiempo estas
islas son area protegida. Sin embargo ha habido un drastico declive poblacional en Colola
Michoacan, estimandose que la poblacién de 15,000 hembras que se observaba en 1970

se redujo a apenas 851 entre 1997-2001 (Seminoff 2004). Dado que las tortugas negras



53

son una especie migratoria en peligro de extincion, las medidas de conservacion deberian
planificarse a nivel regional. En este caso, deberian articularse principalmente con las
autoridades mexicanas y en segundo lugar las ecuatorianas, ya que es de donde provienen
la mayoria de tortugas de la poza. Por tratarse de adultos en edad reproductiva, los
individuos de PdN forman parte del nimero efectivo poblacional de la especie, por lo que
los dafios a estos podrian impactar directamente en la cantidad de hembras para la playa

de anidacion.

Podrian enriquecerse los resultados de este estudio con un muestreo genético méas
exhaustivo que incluya estimacion de abundancia, telemetria para conocer los
movimientos dentro del sitio de alimentaciéon y las rutas de migracion, asi como las
épocas en las que llegan. Aunque se ha hipotetizado que las tortugas de la Poza llegan a
alimentarse principalmente del alga Gracillaria sp (Carlos Alfaro y Jaime Pérez com.
pers.), se requiere un estudio de ecologia tréfica con isétopos estables, para conocer
exactamente su preferencia alimentaria en cuanto al tipo de alimentos consumidos y la

proporcion en las que lo consumen.
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Figura 18. Lesiones que se han encontrado en las tortugas de PdN
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V. CONCLUSIONES

Este estudio es un primer acercamiento a la composicion genética de las tortugas
del &rea. Segun los anlisis realizados, la contribucion mas importante al sitio de
alimentacion de PdN es de Colola Michoacan, seguido por las Islas Galapagos con
contribuciones menores de Costa Rica y casi nulas de Revillagigedo. Sin
embargo, dado que el tamafio de muestra es muy pequefio (n=34) y que se tomo
durante un periodo de tiempo reducido (Gnicamente cuatro giras durante 2015), no
se puede decir que los resultados sean concluyentes. Estos podrian no ser
representativos de como se estructura la poblacion de PdN a lo largo del afio o no
representar todas playas de anidacion cuyos individuos se alimentan en PdN.
Ademaés se desconoce con exactitud las rutas que las tortugas toman en su
migracion, la temporalidad de las mismas y el estadio reproductivo en el que
suelen llegar a la PdN.

Se encontrd un haplotipo huérfano, que se conjetura podria estar relacionado a los
haplotipos de Galapagos. Probablemente seria necesario que las playas de
anidacién en dicha &area se siguieran caracterizando para encontrar otros
individuos con este haplotipo.

No hay evidencia morfologica (morfotipo amarillo) ni genética (haplotipos
mitocondriales) de migracion de individuos desde el Pacifico Central y
Occidental, como si han encontrado otros investigadores en varios sitios del
Pacifico costarricense. Por esto se asume que PdN es un sitio donde Unicamente se
congregan individuos del PO.

Por el tamafio y sexado de los individuos capturados para este estudio, mas la base
de datos proporcionada por Protortugas, se concluye que este sitio de alimentacion
estd fuertemente sesgado hacia la presencia de hembras adultas

55



56



VI. RECOMENDACIONES

1) Debido al enorme impacto antropogénico sobre el ecosistema de PdN, se
recomendaria hacer un monitoreo regular del sitio, para ver como se estan viendo
afectadas las tortugas del &rea por el impacto de las lanchas, la contaminacion, la
pesca y el dragado del canal, entre otros factores. La especie esta protegida a nivel
nacional e internacional, por lo que se requiere un mejor conocimiento de las
amenazas que enfrenta a nivel local y qué impactos tienen las presiones sobre esta
poblacion.

2) Los resultados de este estudio se verian enriquecidos no solo por un mayor numero
de muestras, sino por estudios adicionales como la telemetria satelital, para conocer
las rutas y temporadas de migracion de la especie, sus movimientos dentro del sitio de
alimentacion y por lo tanto las épocas y areas donde seria mas necesario implementar
medidas de proteccion. También sus salidas y la frecuencia de las mismas y la ruta
exacta que toman para migrar a sus sitios de anidacion. Adicionalmente se
recomienda aumentar la intensidad y frecuencia de muestreo a no menos de un afio no
solo para tener mas muestras para el estudio genético sino para poder observar y
aproximar cuanto tiempo permanecen los individuos en el area y como fluctla
estacionalmente la poblacion. Esto deberia complementarse con un estudio de las
corrientes oceanicas del PO que pueda correlacionar los datos genéticos y satelitales
para definir si las corrientes estan aydando de alguna manera a la dispersion de los
individuos.

3) Dado que la Poza como ecosistema se ha estudiado muy poco, se recomienda hacer
una caracterizacion del area que incluya la fluctuaciones en la profundidad,
temperatura y corrientes de la zona a lo largo del afio, un catalogo de especies
animales y vegetales subacuéticas. Haciendo esto, y tomando parte de la muestra de
tejido de las tortugas para estudios de isétopos estables, se podra conocer mucho

mejor la red trofica de este ecosistema
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4) Por tratarse de una especie migratoria, conociendo los sitios de proveniencia de las
tortugas, se necesita implementar estrategias locales y regionales de conservacion, en
especial en coordinacion con México y Ecuador a fin de crear corredores marinos
protegidos para disminuir las numerosas amenazas que enfrentan los individuos
durante sus rutas migratorias, especialmente aquellas relacionadas con el impacto de
la pesca. Es muy importante que las autoridades guatemaltecas también verifiquen
que los barcos camaroneros estén cumpliendo con el uso correcto de los DET.

5) Las tortugas marinas son especies clave en muchos ecosistemas marinos y
particularmente las tortugas verdes, como la Unica especie predominantemente
herbivora, tienen un rol importante en el mantenimiento de la salud en los fondos
marinos. Por tratarse de especies carismaticas se les podria utilizar como bandera
para concientizar al publico sobre las caracteristicas y la importancia de la

conservacion de los ecosistemas marinos y costeros de Guatemala.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 1. Categorias para toma de datos de captura (Protortugas)
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Anexo 2. Toma de datos para muestras de tejido

Fecha

# de microchip | #de placa | Cddigo de muestra

Anexo 3. Lista de acronimos

ACCSTR Archie Carr Center for Sea Turtle Research (Centro Archie Carr para

Investigacion de Tortuga Marina)

ADN Acido Desoxirribonucleico

ADNmt ADN mitocondrial

AP Area Protegida

CECON Centro de Estudios Conservacionistas

CIBCM Centro de Investigacion en Biologia Celular y Molecular de la UCR
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CITES Convenio Internacional sobre el Comercio de Especies

CONAP Comision Nacional de Areas Protegidas

CMTTP Cooperative Marine Turtle Tagging Program (Programa Cooperativo de
Marcaje de Tortugas Marinas)

DET Dispositivo Excluidor de Tortugas

FFS French Frigate Shoals

FONACON Fondo Nacional para la Conservacién

ICMYL Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia de la UNAM

IUCN International Union for the Conservation of Nature (Unidn Internacional

para la Conservacion de la Naturaleza)

LEA Listado de Especies Amenazadas
MSA Mixed Stock Analysis (Andlisis de Stocks Mezclados)
NOAA National Oceanic and Atmospheric Administration (Administracion

Nacional Océanica y Atmosférica de EEUU)

ONCA Organizacién Nacional para la Conservacion y el Ambiente
PdN Poza del Nance

PIT Passive Integrated Transmitter (Transmisores Pasivos Integrados)
PNSN Parque Nacional Sipacate-Naranjo

PO Pacifico Oriental

PRETOMA Programa Restauracion de Tortugas Marinas

RVS Refugio de Vida Silvestre

SIGAP Sistema Guatemalteco de Areas Protegidas

UCR Universidad de Costa Rica

UM Unidad de Manejo

UMICH Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
UNAM Universidad Autonoma de México

USAC Universidad de San Carlos de Guatemala

uvG Universidad del Valle de Guatemala



Anexo 4. Autorizacion del CEUCA-UVG para la investigacion

.| m*&;m,mmahmu

EIVALLE Farultad de Ciencias y Humanidades-Departamento de Biologia

Investigador Principal: Maria Chavarria Martinez
E-Mail: mariacm29@yahoo_es
Teléfono: 53058541, 24347530 - Propuesta: |- 2015=2

Guatemala, 13 de abril de 2015.
Estimada Maria Chavarria Martinez:

Por este medio se hace constar que la propuesta del proyecto de investigacion titulado: "Determinacian
de la regidn de origen de las tortugas negras [Chelonio mydas agassizii) en el sitio de forrajeo Poza del
Nance (Pargue Macional Sipacate-Maranjo, La Gomera, Escuintla, Guatemala) utilizando andlisis de
ADN mitocondrial® ha sido revisado por miembros del comité de Etica, Uso y Cuidado Animal de la
Universidad Del Valle de Guatemala |CEUCA = UViG).

Los evaluadores han hecho sus sugerencias de ampliacidn vfo modificacion con el fin de asegurar el
trato &tico a los animales que seran muestreados para cumplir con los propositos de la investigacion.
Dichas modificaciones han sido realizadas y posteriormente revisadas por el comité. Se ha determinado
gue las mismas cumplen con los requisitos, asi como también se ha cumplido con los procedimientos y
lineamientos del CEUCA - UVG.

Por este medio se le informa gue estd autorizado para llevar a la practica el proyecto titulado:
"Determinacidn de la regidn de origen de las tortugas negras (Chelonio mydas agassizii) en el sitio de
forrajeo Poza del Mance |Pargue Macional Sipacate-Maranjo, La Gomera, Escuintla, Guatemala)
utilizando analisis de ADN mitocondrial® por un afo a partir de la fecha de la presente carta de
autorizacion del comité. 5e solicita gue si hubiese necesidad de hacer modificaciones posteriores, se
comunigue de nuevo con nosotros para que dichas enmiendas sean evaluadas de manera que se pueda
garantizar gue se cumple a cabalidad con los lineamientos del CEUCA - UVG.

5im otro particular quedo a sus drdenes,

MV Vanessa Granados B

Meédico Veterinario

Colegiado 997

CEUCA - UVG

Comité de Etica, Uso y Cuidado Animal
Universidad del Valle de Guatemala.
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Anexo 6. Licencia de colecta o aprovechamiento de vida silvestre emitida por el CONAP.




