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RESUMEN

Las tortugas marinas son componentes de gran importancia ecoldgica para los ecosistemas
costero-maritimos, cumpliendo diversos roles en las comunidades y ocupando nichos
ecoldgicos Unicos. El caracter migratorio de estas especies sumado a una compleja
estructura poblacional y una maduracion reproductiva tardia, convierten a las tortugas
marinas en especies especialmente vulnerables a amenazas de origen antropogenico.

La tortuga cabezona (Caretta caretta) utiliza las aguas uruguayas como area de alimentacion
y desarrollo durante todo el afio y la principal amenaza en nuestras aguas es la captura
incidental por parte de las pesquerias industriales.

Esta investigacion se plante6 caracterizar genéticamente una muestra de tortugas cabezonas
varadas en la costa uruguaya utilizando una secuencia de 748 pb de la region control (Dloop)
del ADN mitocondrial.

Se caracterizaron 6 haplotipos en 25 individuos, de los cuales el 52 % fueron juveniles o
subadultos. La variabilidad haplotipica hallada (F=0.648 +/- 0.100) fue mayor a la reportada
en estudios precedentes para la especie en aguas uruguayas y se identificaron tres nuevos
haplotipos para la especie. Los haplotipos més frecuentes de la muestra, el CC-A4.1 (16 %) y
el CC-A4.2 (60 %) provienen exclusivamente de las costas brasileras, mientras que un Unico
individuo presentd el haplotipo CC-A2.1, caracterizado en playas de anidacion del Mar
Mediterraneo. Con respecto a los haplotipos nuevos, es posible que dos de ellos
pertenezcan a playas de anidacion exclusivamente brasileras, mientras que el otro
probablemente provenga de las costas del Pacifico Sud Occidental.

Los resultados obtenidos comprueban que existe una coherencia en la composicion
haplotipica del stock mixto que habita aguas uruguayas, donde el patron de diversidad
genética observado en individuos varados es similar al reportado para individuos capturados
incidentalmente en las pesquerias industriales. La alta predominancia de individuos
juveniles y sub-adultos provenientes de playas de anidacion exclusivamente brasileras, asi
como la presencia de algunos individuos de playas de anidacion més lejanas; convierten a las
aguas de la region ASO (Atlantico SudOccidental) en un &rea de gran importancia para las

poblaciones de tortuga cabezona a nivel regional y global.



1. INTRODUCCION

Las tortugas marinas son componentes singulares de sistemas ecoldgicos complejos que
ocupan nichos ecoldgicos unicos, cumpliendo el rol de consumidores, presa, competidores,
hospederos de parésitos, sustrato y vehiculo de epibiontes, asi como también,
transportadores de nutrientes (Hendrickson 1980; Bjorndal & Bolten 2003; Wilson et al.
2010). Debido a esta diversidad de roles, estos reptiles pertenecientes a la megafauna
marina, estructuran la comunidad del ecosistema costero-marino, lo que les confiere un
importante valor ecoldgico y econdmico (Bjorndal & Jackson 2003; Troéng & Drews 2004;
Heithaus et al. 2008). En este sentido, se interrelaciona con recursos comerciales explotables
(incluyendo peces y moluscos); asi como también, con “servicios ecosistémicos”, como la
estabilizacion de &reas costeras (Bjorndal & Bolten 2003; Campbell 2003; Wilson et al. 2010).
Las tortugas marinas comparten, en su mayoria, un ciclo de vida complejo, el cual se
caracteriza por largos tiempos generacionales, maduracion reproductiva tardia, y extensas
migraciones entre areas de alimentacion, &reas de reproduccion y areas de cria (McClellan &
Read 2007). A su vez, la estructura poblacional también es compleja, observandose
solapamiento geogréafico, donde poblaciones demograficamente independientes se mezclan
en areas de alimentacion o durante las migraciones; y dispersion mediada por un solo sexo,
donde el flujo génico entre poblaciones ocurre generalmente a través de los machos (Bowen
et al. 2005; Bowen & Karl 2007). Estas caracteristicas, convierten a las tortugas marinas en
especies altamente vulnerables a factores como: perdida y degradacion del habitat (debido a
polucion, desarrollo costero y cambio climético acelerado) y captura incidental en
pesquerias industriales (Jackson et al. 2001; Tomas et al. 2008; Wallace et al. 2008; Hawkes

et al. 2009). El importante impacto que las amenazas de origen antropogénico causan en las
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poblaciones de tortugas marinas, sumado a su relevancia como estructuradores de la
comunidad marina (Bjorndal & Bolten 2003; Herithaus et al. 2008), convierte a estas
especies en indicadores de la salud de los ambientes costeros y marinos tanto a escala local
como global (Bjorndal & Jackson 2003; Andreani et al. 2008; Wilson et al. 2010).

A su vez, las tortugas marinas son especies carisméaticas que forman parte del entramado
cultural de muchas regiones costeras y a nivel mundial son consideradas especies “bandera”
de la conservacion en relacion al valor cultural que poseen, atrayendo atencion y soporte

para programas de conservacion de diversa indole (Frazier 2005).
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1.1. Caracteristicas generales de Caretta caretta

La tortuga cabezona (Caretta caretta) (perteneciente a la familia Cheloniidae, orden
Testudines, clase Reptilia) es una de las cinco especies de tortugas marinas que se
encuentran en aguas uruguayas. Esta tortuga presenta un caparazén de color café rojizo y su
cabeza es proporcionalmente mayor al resto del cuerpo, lo que da origen a su nombre

comun (Figura 1).

Figura 1. Individuo juvenil de tortuga cabezona. Pueden observarse caracteristicas tipicas de la especie como el

gran tamafio del craneo en relacion al cuerpo (en comparacion con el resto de las especies de tortugas

marinas) y su caparazon de color café-rojizo (Foto: Karumbé).
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Su distribucién es circunglobal habitando las plataformas continentales, bahias, lagunas y
estuarios de las aguas templadas, subtropicales y tropicales de todos los Océanos (Dodd
1988). Las playas de anidacion de la especie se ubican en costas tropicales pero la especie
migra a lo largo de su ciclo de vida hacia aguas subtropicales y templadas para alimentarse,
estas migraciones usualmente implican recorridos de cientos a miles de kilémetros, lo que la
convierten en una especie cosmopolita (Bolten et al. 1998; Boyle et al. 2009; Figura 2). Es
una especie principalmente carnivora y oportunista; pudiendo alimentarse de medusas y/o
peces (Dodd 1988). Posee un fuerte pico corneo el cual esta adaptado, junto a la
musculatura de la mandibula, para romper las presas de las cuales se alimenta como la

concha de diversos moluscos.

Figura 2. Distribucion geografica de la tortuga Cabezona. En azul oscuro se observa su amplia distribucion, lo

gue la convierte en una especie cosmopolita (Tomado de Caraccio 2008).

El tamafio minimo de las hembras de esta especie en las playas de anidacion de Bahia

(Brasil), tomado como referencia, es de 98 cm de Largo Recto de Caparazén (LRC)
12



(Marcovaldi & Chaloupka 2007). Por esta razon consideramos que los individuos
encontrados en aguas de la plataforma continental uruguaya, con un Largo Curvo de

Caparazon (LCC) de entre 50 y 111.5 c¢m, son juveniles y adultos (Domingo et al. 2006).

1.1.1. Ciclo de Vida

La tortuga cabezona, al igual que el resto de las tortugas marinas, presenta un ciclo de vida
que transcurre entre playas de anidacion y dreas de alimentacion y/o desarrollo (Figura 3),
caracterizandose por tiempos generacionales muy largos, y estimandose que la madurez
sexual es alcanzada recién a los 45 afios (Scott et al. 2012).

Los apareamientos ocurren en el agua, en los corredores migratorios o en las cercanias de
las playas donde las hembras salen a anidar generalmente durante la noche (Miller 1997).
Las hembras presentan un marcado comportamiento filopatrico que las lleva a poner sus
huevos a las playas donde nacieron (Carr 1975; Lee et al. 2007). Al nacer, las crias alcanzan el
mar e inician una fase oceanica donde se dispersan segun el patron de flujo de las primeras
corrientes oceanicas con las que toman contacto; esto determina, en parte, los patrones de
dispersion de la especie y la composicion de individuos en las areas de alimentacion y
desarrollo (Carr 1987; Musick & Limpus 1997; Bolten 2003a; Okuyama & Bolker 2005;
Carreras et al. 2006; Blumenthal et al. 2009). En particular, se estima que la fase oceénica de
los individuos de tortuga cabezona que nacen en playas de anidacién del Atlantico dura
entre 6.5y 11.5 aflos (Bjorndal et al. 2000).

Una vez cumplida la fase oceéanica comienza la fase neritica. En esta fase los individuos, ya
en estadio juvenil o subadulto, se reclutan en hébitats neriticos ubicados sobre la plataforma

continental en donde la profundidad no excede los 200 m o en é&reas cercanas al talud
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continental (Musick & Limpus 1997; Bolten 2003b; Monzon Arguello et al. 2009). Los
habitats neriticos generalmente constituyen areas de alimentacién y desarrollo donde
convergen tortugas originadas en mas de una playa de anidacion.

Cabe destacar que los juveniles y subadultos tienden a reclutarse en ambientes neriticos
cercanos a las playas donde nacieron (Bowen et al. 2004; Bowen et al. 2005).

Durante la etapa adulta, las hembras y los machos realizan migraciones entre sus areas de
alimentacion y de reproduccion. Estas migraciones de reproduccion ocurren cada 2 o 3 afios
en tortugas cabezonas y en general pueden implicar recorridos de cientos o miles de
kildbmetros a través de diversos habitats oceanicos (Miller 1997; Bolten et al. 1998; McClellan

& Read 2007; Chacon et al. 2008; Boyle et al. 2009).

Machos y hembras adultos
migran a las dreas de reproduccion

Area de
alimentacién ylo desarolio Area de
Fase neritica apareamiento

Hembras adultas
regresan a las dreas

g de alimentacion Machos adultos regresan

Juveniles migran a a las areas de alimentacion
Greas de alimentacion g@_

y desarolio @ @ \
@\ Crias
s
Fase ocednica @"& &

Afo perdido ® &

Huevos
7-10 sernanas de incubacion

Figura 3. Esquema general del ciclo de vida de las tortugas marinas (modificado de Miller 1997).
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1.1.2. Las aguas uruguayas como importante habitat de desarrollo

Las aguas uruguayas son una importante &rea de alimentacion y habitat transitorio para
individuos maduros e inmaduros de tortuga cabezona (Domingo et al. 2006; Lopez-
Mendilaharsu et al. 2007). Con respecto a las tallas de los individuos capturados por el
palangre pelégico, se observa una gran predominancia de estadios inmaduros lo que hace
suponer que el area representa una zona relevante para las poblaciones de la especie,
constituyendo un area de cria para diferentes poblaciones de la misma (Sales et al. 2006;
Lopez-Mendilaharsu et al. 2007). A su vez, en individuos varados en la costa uruguaya,
también se ha encontrado una predominancia de juveniles sobre adultos (LOpez-
Mendilaharsu et al. 2003; Vélez Rubio 2011).

El andlisis de individuos capturados incidentalmente en las pesquerias industriales
determiné que provienen de diversas playas de anidacion, algunas de ellas ubicadas incluso
en costas del Océano indico o Pacifico (Caraccio et al. 2008). Esta diversidad de origenes
geograficos genera un stock mixto de individuos con una composicién genética diversa,
constituyendo un valioso grupo de individuos para diferentes poblaciones de la especie a

nivel global.

1.2. Estado de Conservacion

En las ultimas décadas, la necesidad de proteger y recuperar las poblaciones de tortugas
marinas ha capturado el interés de muchas agencias gubernamentales, ONGs y el publico en
general (Campbell et al. 2009; Hamann et al. 2010).

La tortuga cabezona se encuentra actualmente catalogada como “En Peligro” por la Union

Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN 2013) y a su vez es protegida por
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numerosos acuerdos internacionales: Convenio de Comercio Internacional de Especies de
Flora y Fauna Silvestre (CITES, apéndice 1) y la Convencién de Especies Migratorias y
Animales Silvestres (CMS, apéndice ). También por convenios regionales: Convencion
Interamericana para la Proteccion y Conservacion de las Tortugas Marinas (CIT) (San José
2001), Iniciativa para las Especies Migratorias del Hemisferio Occidental (WHMSI) (Chile
2003), asi como leyes y decretos nacionales uruguayos. Entre estos Ultimos se destaca el
Decreto 144/1998 (Direccion Nacional de Recursos Acuéticos, DINARA) para la prohibicion
de captura, retencion y transporte, comercializacion, transformacion y procesamiento de C.
caretta y el resto de las especies que ocurren en aguas uruguayas.

Ademas, las tortugas marinas son consideradas como “Especies Prioritarias para la
Conservacion en Uruguay” por el Sistema Nacional de Areas Protegidas (SNAP) (DINAMA

2009).

1.2.1. Karumbé: Tortugas marinas del Uruguay

La ONG Karumbé, Tortugas Marinas del Uruguay fue fundada en 1999 con el objetivo de
nuclear a un grupo de estudiantes, bidlogos, veterinarios, pescadores y conservacionistas,
interesados en la conservacion de la biodiversidad marina, en especial las tortugas marinas.
Karumbé lleva adelante diversas actividades de investigacibn como estudios de
captura/marcaje/recaptura, registro de varamientos, andlisis genéticos de diversidad
poblacional, monitoreo a través de avistamientos o telemetria, captura incidental en
pesquerias artesanales, rehabilitacion veterinaria de individuos, andlisis de dieta y
evaluacion de la contaminacion a través de estudios hematol6gicos entre otros.

Karumbé desarrolla ademéas tareas de educacion y desarrollo comunitario entre los
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pescadores y sus familias, asi como en la sociedad en general, con el fin de generar
conciencia acerca de la importancia de la conservacion de las especies marinas en nuestro

pais (www.karumbe.org).

1.2.2. Amenazas para la especie

La declinacion de las poblaciones de la tortuga cabezona es muy evidente en el Océano
Pacifico donde se ha observado una reduccién de un 80 % de las poblaciones anidadoras
(Alfaro-Shigueto et al. 2008; Lewison et al. 2004). Entre los factores que afectan a la especie,
se encuentra el uso humano para consumo de carne y huevos, la predacion de huevos por
especies invasoras, perdida o degradacion de playas de anidacion, contaminacion y captura
incidental en pesquerias, entre otros (Jackson et al. 2001; Tomas et al. 2008; Wallace et al.
2008).

Sin embargo, la captura incidental en las pesquerias merece especial atencion debido a que
afecta a individuos subadultos y adultos (Lewison et al. 2004; Lewison & Crowder 2007). Esta
franja etaria de individuos es clave en la supervivencia de las poblaciones ya que poseen
altos valores reproductivos per cépita (Lewison & Crowder 2007; Wallace et al. 2008). Otro
factor importante es la tardia maduracion sexual de la especie (45 afios) (Scott et al. 2012).
En Uruguay la principal amenaza para la especie es la interaccion con la pesqueria de
palangre pelégico de superficie, siendo la tortuga cabezona la especie con mayores valores
de captura incidental dentro del resto de las especies capturadas incidentalmente por este
arte de pesca (Domingo et al. 2006). Estas pesquerias tienen como objetivo la captura de
pez espada (Xiphias gladius), atin (Thunnus spp.) y tiburones, utilizando como carnada el

calamar que forma parte de la dieta de las tortugas cabezonas.

17



A su vez las aguas pertenecientes al territorio uruguayo comprenden la zona donde se
registra el mayor nimero de capturas incidentales en la regién Atlantico Sud-Occidental
(ASO) (Domingo et al. 2006; Lopez Mendilaharsu et al. 2007; Giffoni et al. 2008; Figura 4). La
tasa de captura incidental estimada es de 0.64 individuos/1000 anzuelos (Lépez-
Mendilaharsu et al. 2007). Este valor es mayor al reportado en otras areas, lo que indica que
la region ASO es una zona de importante concentracion para la especie (Kotas & Gallo 2004;

Domingo et al. 2005; Sales et al. 2006;).
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Figura 4. Mapa donde se observa la distribucién de capturas incidentales de Caretta caretta en la pesqueria de
palangre pelagico correspondiente a barcos uruguayos y brasileros en el periodo comprendido entre abril de
1988 a octubre de 2004. Puede notarse la alta concentracion de capturas incidentales en aguas uruguayas

(Tomado de Domingo et al. 2006).

Mas recientemente, Pons et al. (2010) registraron un total de 3778 tortugas capturadas para
el periodo 1998-2007 (media de la captura anual = 378 individuos), detectando capturas de
estas tortugas en el 31% de los lances. A pesar de que muchas de las tortugas capturadas

incidentalmente son devueltas vivas al mar, una gran proporcion de estas son liberadas con
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el anzuelo ingerido, lo que les genera graves dafios como infecciones, incapacidad de
alimentarse correctamente, etc., causando finalmente la muerte del individuo (Lewison et
al. 2004; Lépez-Mendilaharsu et al. 2007; Lewison & Crowder 2007).

Por otro lado, en la pesqueria de arrastre costero de fondo, la tortuga cabezona también es
la especie mayormente capturada, (94 individuos en un periodo de 3 afios) con la diferencia
de que en estos casos la mortalidad es elevada ya que los individuos se ahogan debido a la
larga duracion de los lances (Karumbé: datos no publicados; Vélez Rubio 2011).

Se ha constatado que la interaccion con pesquerias industriales es una de las causas de
varamiento mas importantes (Tomas et al. 2008, Vélez Rubio 2011); donde se puede
observar: asfixia por estrangulacion en redes, ahogamiento debido a la imposibilidad de salir
a respirar, amputacion de extremidades, infecciones causadas por heridas internas o

externas, inanicion por incapacidad de alimentarse o nadar correctamente.

1.3. Herramientas para la conservacion de tortugas marinas

En la implementacion de estrategias de manejo de especies en peligro de extincion resulta
clave definir que grupos de individuos deben ser conservados, ya que resulta imposible
abarcar a todos, especialmente cuando hablamos de especies altamente migratorias y
distribuidas globalmente.

En este sentido, son utilizadas las Unidades de Manejo “MU” del inglés “Management
Units”. Estas identifican grupos de individuos con divergencias significativas entre si en las
frecuencias alélicas a nivel del ADN mitocondrial o nuclear (Moritz 1994; Wallace et al.
2010). Las MU identifican grupos funcionalmente independientes y pueden ser

caracterizadas por otras herramientas o indicadores, ademas de los marcadores genéticos,
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como ser rasgos de historia de vida, comportamiento o morfologia, aplicAndose en la gestion
a corto plazo de la especie (Moritz 1994).
A pesar de que el uso de las MU estd muy extendido en la conservacion de especies, se han
identificado (especificamente para poblaciones de tortugas marinas) factores o amenazas
que varian a escala regional los cuales disminuyen la efectividad de las MU en las
conservacion de estas especies (Wallace et al. 2010).
Las tortugas marinas presentan caracteristicas bioldgicas complejas (Bowen et al. 2005;
McClellan & Read 2007), entre las que se destacan:

e maduracion sexual tardia

o filopatria en hembras

o flujo génico asimétrico mediado por machos

e superposicion de poblaciones y generaciones tanto en los corredores migratorios

como en &reas de alimentacion y desarrollo
e amplios rangos geogréficos, utilizando distintos ambientes en diferentes etapas de su
ciclo de vida

Debido a estas caracteristicas bioldgicas complejas, se dificulta la implementacion y
determinacion de “MU” en poblaciones de tortugas marinas, por lo cual Wallace et al.
(2010) plantean la utilizacién del concepto de Unidades de Manejo Regionales “RMU” del
inglés “Regional Management Units”.
Este concepto incluye los aspectos biogeogréaficos de las especies como: sitios de anidacion,
“stocks” genéticos (que en muchos casos son equivalentes a las “MU”) y distribuciones
geograficas basadas en estudios de monitoreo (Godley et al. 2010).
Las “RMU” integran espacialmente una gran cantidad de informacion, incorporando asi la

complejidad en la estructuracion poblacional de las tortugas marinas, lo que proporciona un
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marco flexible y dindmico para la evaluacion de las amenazas, la identificacion de areas de
alta diversidad y la evaluacion del estado de conservacion de las especies.

En este sentido, las aguas uruguayas, forman parte de una de las “RMU” definida por

Wallace et al. (2010) para la tortuga cabezona nivel global (Figura 5).

Caretta caretta RMUs [N Mediterranean [l Indian, Southeast
I Adantic, Northeast 77 jngian, Northeast * [Jll Pacic. Soutn
I Atantic, Northwest [ ncian, Northwest [l Pacific, Nortn
I ~cantic, Southwest [l indian, Southwest  * denotes putative RMU

Figura 5. Distribucion de las “RMU” propuestas para la tortuga cabezona en todos los océanos del planeta.
Puede observarse que las aguas uruguayas forman parte de la Unica RMU propuesta para el Atlantico Sud-

Occidental. (Tomado de Wallace et al. 2010)

1.3.1. La genética aplicada a la conservacion de las tortugas marinas

Existe un vacio de informacién con respecto a algunos aspectos bioldgicos de las tortugas
marinas durante gran parte de su ciclo de vida, especialmente en su fase oceénica y areas de
alimentacion y desarrollo donde es dificil observar y estudiar a los individuos (Avise 1998).
La genética, en conjunto con otras herramientas, permite responder algunas interrogantes
relacionadas a aspectos comportamentales que determinan la distribucion geogréafica de las

especies (rutas migratorias) y su estructuracion poblacional (paternidad multiple, filopatria).
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Por otro lado, permite dilucidar patrones filogeograficos globales que influencian la
especiacion y niveles de hibridacion entre las especies con sus respectivas consecuencias
evolutivas para el grupo (Avise 1987; Okuyama & Bolker 2005; Bowen et al. 2005; Lara-Ruiz
et al. 2006; Bowen & Karl 2007). Finalmente, entre otras utilidades, la genética es muy
importante a la hora de evaluar la diversidad de los stocks mixtos que ocurren en las areas
de alimentacion y desarrollo para asi definir prioridades con respecto a sobre cuales areas
enfocar los esfuerzos de conservacién. Especificamente, Bowen & Karl (2007) plantean que
es primordial el estudio de las especies en sus &reas de alimentacion y desarrollo, pues es
alli donde encontramos una gran fraccion de la poblacién que utiliza las mismas por un
periodo de tiempo prolongado.

La utilizacion de marcadores moleculares del ADN mitocondrial permite determinar el origen
geogréafico (a que playas de anidacion pertenece un individuo) y los niveles de diversidad
genética (Avise 1987; Okuyama & Bolker 2005). Estudios genéticos realizados con hembras
de tortugas marinas en las playas de anidacion, lograron determinar que los individuos que
desovan en estos sitios tienen composiciones genéticas particulares (Carr 1975; Bowen &
Avise 1995). Esto ocurre porque las hembras presentan un comportamiento filopatrico,
volviendo a la misma playa de anidacion donde nacieron. Por lo tanto, los individuos que
acuden a una playa de anidacion portan caracteristicas genéticamente relacionadas a sus
ancestros, compartiendo los haplotipos mitocondriales. En este caso, los haplotipos son las
variantes genéticas de una region del genoma mitocondrial.

Si comparamos las secuencias de ADN obtenidas en un area de alimentacion, al que acuden
individuos de diversos origenes, con la composicion genética de las areas de desove, es
posible inferir cual es el origen de los individuos presentes en nuestro grupo de estudio

(Okuyama & Bolker 2005). Asimismo se pueden elucidar las rutas migratorias de las distintas
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poblaciones.

1.3.2. Andlisis genéticos previos para Caretta caretta en Uruguay

Anélisis genéticos previamente realizados con muestras obtenidas a partir de tortugas
capturadas incidentalmente en palangre pelagico y redes de arrastre costero determinaron
la presencia de cinco haplotipos en aguas uruguayas (Caraccio et al. 2008). El haplotipo mas
representativo de la muestra fue el CC-A4 correspondiente a playas de anidacion de Brasil.
Ademas, estos autores hallaron dos haplotipos tipicos de playas de anidacion de México,
USA, Grecia y Turquia, y dos haplotipos del Pacifico Sudoccidental, aunque estas ultimas
podrian pertenecer a playas de anidacién en el Océano indico que aun no han sido
caracterizadas (Caraccio et al. 2008). Estos estudios muestran que los individuos analizados,
presentes en nuestras aguas, constituyen un stock mixto donde confluyen individuos

provenientes de distintas poblaciones.
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1.4. Factores que influyen en la composicion de un stock mixto

La composicidn genética o estructuracion poblacional de un &rea de alimentacion y
desarrollo esta determinada por dos factores principales: el primero es la cercania del area a
las playas de anidacion de la especie (Bolten 2003; Bowen et al. 2004; Bowen et al. 2005) y
el segundo esta determinado por los patrones de corrientes oceéanicas existentes en el area
(Bass et al. 2004; Okuyama & Bolker 2005; Carreras et al. 2006; Blumenthal et al. 2009).

En general, cuando los juveniles y subadultos comienzan a reclutarse en areas costeras, 1o
hacen en aguas relativamente cercanas a las playas de anidacion donde nacieron. Sin
embargo, durante la fase oceanica pueden ocurrir migraciones muy extensas, influenciadas
en su mayor parte por las corrientes oceanicas (Blumenthal et al. 2009). En este sentido, se
ha constatado que existe una mayor estructuracion poblacional a medida que avanza la edad
del individuo, observandose muy poca estructuracion en hébitats de juveniles (aguas
profundas), relativa estructuracion en hébitats de subadultos (areas de alimentacion y
desarrollo), y una mayor estructuracion en hébitats de adultos (areas de reproduccion)
(Bowen et al. 2005, McClellan & Read 2007; Figura 6). En definitiva, lo que ocurre es que en
aguas profundas los juveniles de diversas poblaciones se encuentran mayormente
mezclados debido a que se encuentran en una fase altamente migratoria, donde
eventualmente pueden alejarse miles de kilmetros de la playa donde nacieron. En cambio,
en habitats neriticos, encontramos individuos subadultos y adultos que se reclutan de
acuerdo a la playa de anidacion donde nacieron; observandose una estructuracion
poblacional mas marcada, donde la mayoria de los individuos proviene de playas de

anidacién cercanas.
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Figura 6. Modelo que ilustra la estructuracion poblacional en los tres estadios del ciclo de vida de las tortugas
marinas. Las tortugas se originan en tres colonias de anidacion (areas de reproduccion y playas de anidacion)

indicadas por los colores negro, rojo y verde (Tomado de Bowen et al. 2005).

Lo expresado anteriormente no constituye una regla, sino mas bien una tendencia que se ha
observado en las poblaciones de tortugas marinas; ocurriendo también movimientos de
subadultos y adultos a ambientes pelagicos, y observandose individuos (especialmente
machos) que no se reclutan en aguas cercanas a las playas de anidacion (Bowen & Karl

2007).
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Las corrientes oceénicas que fluyen hacia y desde un &rea de alimentacion y desarrollo
constituyen el segundo factor que puede determinar la composicion haplotipica de dicha
area. En este sentido, las corrientes marinas constituyen corredores migratorios para las
especies, las cuales se dispersan siguiendo los patrones de circulacion de las mismas

(Carreras et al. 2006; Blumenthal et al. 2009).

1.5. Justificacion de la investigacion

Evaluar la diversidad haplotipica de los individuos de Caretta caretta varados en la costa
resulta en informacién innovadora siendo el primer estudio de estas caracteristicas que
toma en cuenta individuos varados de la especie en Uruguay. A su vez, este estudio
incorporard una regién més extensa del D loop (en comparacion con el andlisis llevado a
cabo por Caraccio et al. 2008), la cual presenta varios sitios polimdrficos que definen més
haplotipos en las poblaciones de la especie; aumentando de esta manera la variabilidad
haplotipica. Caracterizar los haplotipos de individuos varados permitird evaluar la
composicién del stock mixto que habita las aguas uruguayas y la regién ASO (Atlantico Sud

Occidental).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipotesis

La diversidad genética de los individuos varados de tortuga cabezona (Caretta caretta) en la
costa uruguaya representa la existente en las aguas de la regiébn ASO (Atlantico Sud-

Occidental).

2.2. Objetivo general

o Caracterizar genéticamente las tortugas cabezonas (Caretta caretta) varadas en la

costa uruguaya utilizando la region control del ADNmt.

2.3. Objetivos especificos
o Examinar la variabilidad genética de la especie en la costa uruguaya.
o Realizar un anélisis comparativo de diversidad entre las tortugas capturadas
incidentalmente en aguas uruguayas con diferentes artes de pesca y los individuos varados

en la costa.

o Determinar los haplotipos e inferir el posible el origen de los individuos.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Area de estudio

El &rea de estudio abarc la linea de costa desde Montevideo (34 58S, 56 56°0) hasta Barra

del Chuy (33 44’ S, 53 22’ O) (Figura 7).
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Figura 7. Mapa de la costa uruguaya donde se detallan las areas protegidas costeras de Uruguay. En azul se
representan las areas que pertenecen al SNAP, en amarillo las que estan en proceso de ingreso y en verde las

propuestas para formar parte (Sistema de informacion ambiental, DINAMA; Vélez-Rubio 2011).

3.2. Muestras utilizadas en el presente estudio

Las muestras fueron colectadas en el marco de la Red de Rescate y Varamientos de Tortugas
Marinas (RRVTM), a través de la cual la ONG recibe avisos de varamientos de toda la costa
gracias a pobladores locales, turistas, pescadores, prefectura, asociaciones civiles,
guardavidas y guardaparques. Cuando es posible, integrantes de la ONG se trasladan hasta
el lugar de varamiento y toman datos morfométricos, registro fotografico y extraen tejido
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para la realizacion de andlisis genéticos.

También fueron incorporadas muestras colectadas a partir de 2006 en las playas en las
costas del noreste del departamento de Rocha, con una periodicidad de al menos una vez
por semana durante el periodo Diciembre-Abril (Vélez Rubio 2011).

Cuando se encuentra un individuo varado se determina la causa (si es posible), se registra
fecha, ubicacion geografica, especie, anchura y longitud curvo del caparazdn, asi como

también se extraen muestras de tejidos para posteriores estudios genéticos.

Se utilizaron muestras de tejidos colectadas a partir de individuos varados en la costa

uruguaya a lo largo de 8 afios de muestreo (2001-2009). La fecha y localidad en el que

fueron colectadas las muestras analizadas se detallan a continuacion (Tabla 1).
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Tabla 1. Se detalla informacion de las muestras utilizadas como la fecha de colecta y su ubicacién en la costa

uruguaya.

Muestra Fecha de colecta Localidad Departamento
CCv 1l 10/12/2001 Punta del Este Maldonado
CCv 17 27/02/2002 Punta Carretas Montevideo
CCV 19 24/03/2002 Carrasco Montevideo
CCv 38 17/01/2003 Cerro Verde Rocha
CCV 43 17/03/2003 Piriapolis Maldonado
CCV 45 02/04/2003 Solymar Canelones
CCv 54 21/04/2003 La Pedrera Rocha
CCv 57 16/04/2003 La Paloma Rocha
CCval 02/02/2004 Punta del Diablo Rocha
CCV 103 22/04/2004 La Coronilla Rocha
CCv 197 03/09/2005 La Esmeralda Rocha

CCV 224 09/02/2006 Barra del Chuy Rocha

CCV 269 11/01/2007 La Coronilla Rocha

CCV 278 27/01/2007 Santa Teresa Rocha

CCV 285 30/01/2007 Valizas Rocha

CCV 292 20/02/2007 La Coronilla Rocha

CCv 314 06/01/2008 Cerro Verde Rocha

CCv 317 03/02/2008 Carrasco Montevideo

CCv 318 11/02/2008 Bello Horizonte Canelones

CCV 323 12/03/2008 La Esmeralda Rocha

CCV 339 17/12/2008 Punta del Diablo Rocha

CCV 344 18/12/2008 La Coronilla Rocha

CCV 347 09/01/2009 Santa Teresa Rocha

CCV 349 12/01/2009 La Paloma Rocha

CCV 368 23/02/2009 La Coronilla Rocha

De los 25 individuos analizados, el 52 % fueron identificados como individuos juveniles o
sub-adultos, tomando como referencia el tamafio minimo de las hembras anidadoras de las
colonias més cercanas en Brasil (media LCC < 83 cm, Lopez-Mendilaharsu et al. 2007),
mientras que el 24 % fueron catalogados como adultos (media LCC > 83 cm). Finalmente, a 6
individuos de la muestra no fue posible tomarles las medidas, por tanto su estadio
permanece indeterminado (Anexo l). Las muestras se almacenaron y procesaron en el
Laboratorio de Genética de la Conservacion-1IBCE-Unidad Asociada a Facultad de Ciencias-

UdelaR, a cargo de la Dra. Susana Gonzélez.

30



3.3. Extraccion de ADN y Amplificacion de la secuencia de interés

En el laboratorio se realiz6 la extraccién de ADN de 25 muestras de tejidos segun protocolo
de Medrano et al. (1990) con modificaciones (Anexo II). Posteriormente se cuantifico la
cantidad de ADN extraido empleando Nanodrop 2000 Thermo Scientific.

Se amplific6 mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, del inglés Polymerase
Chain Reaction, la region control del ADNmt (D-loop); para esto se utilizaron los primers
LCM15832 (5'-GCTTAACCCTAAAGCATTGG-3") y H950 (5'- GTCTCGGATTTAGGGGTTTG-3')
desarrollados especificamente para tortugas marinas por Abreu-Grobois et al. (2006). Estos

primers amplifican una region de aproximadamente 800 pares de bases (Figura 8).

5" direc tio.
locus primer start site
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tRNA-Pro
T
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H950 782
highly *
repetitive
region in . :
d-loop 4 922-980 aprox
tRNA-Phe
3'din¢:lio¢

Figura 8. Mapa de la regién control del ADN mitocondrial, donde se observa el sitio donde se adhieren los

primers utilizados (Tomado de Abreu-Grobois et al. 2006).
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La mezcla de PCR contenia:
BioMix 12.5ul

LCM15382 1l

H950 1pl
ADN 1pl
H20 9.54l

La concentracion inicial de ADN utilizada fue de 80 ng/pl aproximadamente.

El PCR se realizé bajo las siguientes condiciones:

Desnaturalizacion inicial 5mina9%4C
Desnaturalizacion 45sega 94 C

Hibridacion 45sega50C 35 ciclos
Extension 1mina72C

Extension final 7mina72C

En cada reaccion se incluyeron controles negativos y positivos. Los productos de la
amplificacion se visualizaron en gel de agarosa al 0.8% a través de un transiluminador con

camara digital adaptada.
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3.3.1. Analisis de las secuencias del ADN mitocondrial

Los productos de PCR obtenidos se enviaron a secuenciar (utilizando ambos primers) a
Macrogen, Korea del Sur. Las secuencias obtenidas de 748 pb fueron analizadas con el
programa DNASTAR (DNASTAR Inc. 1995) y editadas con el programa MEGA 5 (Tamura et al.
2011), alinedndose en conjunto con 77 secuencias (que definen 77 haplotipos diferentes)
extraidas de la base de datos del ACCSTR.

Los sitios polimdrficos, la diversidad nucleotidica (rin), el relevamiento de haplotipos y la
diversidad haplotipica (F) se calcularon utilizando el programa DnaSP v5 (Librado & Rozas
2009). La diversidad haplotipica se define como la probabilidad de que dos haplotipos

elegidos al azar sean diferentes (Nei 1987), y se estima segun,

y la varianza se calcula como,
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donde n es el niumero secuencias, k es el numero de haplotipos y pi es la frecuencia del
iésimo haplotipo.

La diversidad nucleotidica es la probabilidad de que dos nucle6tidos homoélogos tomados al
azar sean diferentes (Tajima 1983; Nei 1987). Es el equivalente a la diversidad génica, pero a

nivel nucleotidico, y se calcula segun,
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y la varianza se calcula como,

nil . Anm a3y s
Vir )= T A — -
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donde dij es una estimacion del nimero de mutaciones que ocurrieron desde la divergencia
de los haplotipos iy j, k es el nUmero de haplotipos, pi es la frecuencia del haplotipo iy L es

el largo de la secuencia.

3.3.2. Analisis filogenético

Para evaluar la relacion existente entre los haplotipos encontrados se construy6 un arbol de
haplotipos utilizando el método de distancia “Neighbour joining” o “Unién de Vecinos”
(Saitou & Nei 1987). Este método minimiza la subestimacion de las distancias nucleotidicas
observadas en relacion a las esperadas, basandose en diferentes modelos evolutivos. En este
caso, se utilizo el modelo Kimura 2 parametros (Kimura 1980) el cual asume tasas
diferenciales de ocurrencia de transiciones (sustitucion de una purina por purina o de una
pirimidina por otra pirimidina) y transversiones (sustitucion de una purina por una
pirimidina o viceversa). Las tasas de ocurrencia de transiciones y transversiones son
calculadas a partir de las secuencias analizadas.

La estabilidad del &rbol de haplotipos fue testeada a través de 1000 pseudoréplicas del test
de bootstrap (Felsenstein 1985), el cual es un método estadistico de muestreo con
reposicion al azar.

Como grupo externo se utilizd una secuencia de la region control del ADN mitocondrial de la
tortuga carey (Eretmochelys imbricata); la misma se obtuvo del GenBank (cddigo:

DQ177341.1) y fue depositada alli por Lara Ruiz et al. (2006).
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3.3.3. Correspondencia geografica de los haplotipos encontrados en

playas uruguayas

Para evaluar la correspondencia geogréfica de los haplotipos encontrados en los individuos
varados se compararon las secuencias obtenidas con secuencias depositadas en la base de
datos del Archie Carr Center for Sea Turtle Resarch (ACCSTR). Esta base de datos de acceso
libre, compila secuencias de ADN mitocondrial que definen haplotipos pertenecientes, en su
mayoria, a playas de anidacion del Mar Mediterrdneo y el Océano Atlantico
(http://accstr.ufl.edu/accstr-resources/cclongmtdna.pdf). Las 25 secuencias obtenidas en
nuestro estudio fueron comparadas con las 77 secuencias depositadas en la base de datos
del ACCSTR, las cuales definen 77 haplotipos Unicos que se corresponden con las diferentes

playas de anidacion descriptas para la especie hasta el momento (Figura 9).

1807 1405
]

100 B0 200 00 20°E BO°E 100°E
] ] ]

140°E 1807
] ] ] ] ] il ] ] ] ] ] ] o

30°N . |—30°N

107 — - 10°N
10°51 .. 1075

3075 |-30°5

— — T T T T T T 1
160° 1409 00 607y QW 00 20°F BD°E 100°E 140°E 160°

Figura 9. Distribucién de las principales colonias de anidacion de la tortuga cabezona en el Mar Mediterraneo y

los Océanos Atlantico, indico, y Pacifico Sur (circulos grises) (Tomado de Caraccio et al. 2008).
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4. RESULTADOS

4.1. Analisis de las secuencias

Se obtuvieron 25 secuencias de la region control del ADN mitocondrial pertenecientes a
individuos varados en la costa uruguaya.

El segmento utilizado contiene un total de 42 sitios polimoérficos, 26 sitios variables y 16
sitios parsimoniosamente informativos. En las secuencias, los sitios polimérficos se

concentran en 3 regiones:

e Regidon 1: Se encuentra entre la posiciones 58 y 370, conteniendo 23 sitios
polimorficos.

e Region 2: Se ubica entre las posiciones 423 y 438, donde se observan 4 sitios
polimorficos.

e Region 3: Abarca a partir de la posicion 499 en adelante y presenta 15 sitios

polimorficos.

La diversidad nucleotidica (rn) calculada fue de 0.00647 +/- 0.00344.

36



4.2. Variabilidad haplotipica

A través del analisis de las 25 secuencias se identificaron 6 haplotipos diferentes. Entre los
haplotipos encontrados, 3 son nuevos, no estando registrados aun en la base genémica del

ACCSTR. Estos ultimos los denominamos como “CC-AX”, “CC-AY”y “CC-AZ” (Tabla 2).

Tabla 2. Se detallan los haplotipos encontrados a partir del analisis de las secuencias, su frecuencia en la

muestra y su respectivo origen geografico.

Haplotipo No Individuos Origen geografico
CC-A2.1 1 Mar Mediterraneo
CC-A4.1 4 Brasil (Exclusivo)
CC-A4.2 15 Brasil (Exclusivo)

CC-AX 2 Indeterminado
CC-AY 2 Indeterminado
CC-AZ 1 Indeterminado

La diversidad haplotipica (H) calculada para la muestra es de 0.648 +/- 0.100.
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El Cuadro 1 muestra el nUmero de cambios nucleotidicos entre las secuencias de la muestra

para estimar la divergencia evolutiva entre las mismas.
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Cuadro 1. Estimacion de la divergencia evolutiva entre secuencias. Se muestra el numero de diferencias
nucleotidicas entre las secuencias. Las mismas se encuentran agrupadas segun el nimero de diferencias entre
si; en colores se detalla a que haplotipo pertenecen los agrupamientos. Analisis evolutivo realizado con MEGA

5 (Tamura et al. 2011).

El haplotipo mas representativo de la muestra, CC-A4.2, se diferencid por un sitio
polimdrfico con respecto al haplotipo CC-A4.1. En cambio, el haplotipo més divergente de la
muestra, el CC-A2.1, presento 29 sitios diferentes con respecto al CC-A4.2.

Los haplotipos no registrados previamente variaron en relacion a sus diferencias con el
haplotipo CC-A4.2. El “CC-AX” y el “CC-AY” se diferencian por un sitio polimorfico (distinto
en cada caso) con respecto al CC-A4.2, mientras que el “CC-AZ” difiere en 26 sitios

polimdrficos con respecto a este ultimo.
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La figura 10 muestra un anlisis filogenético arbol de haplotipos, utilizando el método de
Union de Vecinos “Neighbour Joining” al cual se le aplicd el estadistico de filogenias

“Boostrap”, apoyado con 1000 repeticiones en total (Figura 10).

65 CC-A4.2
62 | cc-Ax
100] L cc-as.1
| CC-AY
CC-AZ
CC-A2.1
DQ177341.1 Ei BR16

—
0.01

Figura 10. Relacion evolutiva de los haplotipos inferida a través del método de Union de Vecinos. El arbol
consenso de bootstrap, obtenido a partir de 1000 replicas, fue usado para representar la relacion evolutiva
entre los haplotipos encontrados. El porcentaje de arboles (replicados en la prueba de bootstrap) en el que se
muestran los haplotipos asociados, se muestra al lado de las ramas. Aquellas asociaciones de haplotipos que
no superan el 50 % de replicaciones en la prueba de boostrap no fueron consideradas. El arbol esta dibujado a
escala, con longitudes de rama expresadas en las mismas unidades que las de las distancias evolutivas,
empleando el pardmetro Kimura 2 del método Unién de Vecinos; y se encuentran expresadas como el nimero
de sustituciones de bases por sitio. Todas las posiciones ambiguas fueron removidas para cada par de
secuencias. Como grupo externo se utilizd una secuencia de ADN mitocondrial de tortuga carey (Eretmochelys
imbricata) depositada en GenBank por Lara-Ruiz et al. 2006 (codigo: DQ177341.1 Ei BR16). Andlisis evolutivo

realizado con el programa MEGA 5 (Tamura et al. 2011).

En el &arbol de la figura 10, el nuevo haplotipo CC-AX se encuentra estrechamente
relacionado con los haplotipos “hermanos” CC-A4.1 y CC-A4.2. En este sentido, el nuevo

haplotipo CC-AY también se encuentra cercanamente emparentado a los anteriores,
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conformando un grupo de haplotipos (junto al CC-AX).
El nuevo haplotipo CC-AZ, aparece representado en la figura 10 como un haplotipo

divergente ubicado en una rama externa.

La frecuencia y relacion entre los haplotipos se esquematiza en la red de haplotipos de la

figura 11.

CC-AZ

Figura 11. Red de haplotipos. Cada haplotipo se representa con un color diferente y el area de los circulos es
proporcional a su frecuencia. Los nimeros muestran la posicion donde se encuentran los cambios en los pares
de bases (sitios polimérficos) que diferencian a los haplotipos. El diagrama fue construido con el programa

Network 4.2.
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En la red de haplotipos se observa graficamente el agrupamiento antes mencionado
(conformado por el haplotipo CC-A4.1, CC-A4.2, CC-AX y CC-AY), donde estos se ubican
cercanamente entre si, separados minimamente por una o dos diferencias nucleotidicas.
Dentro del agrupamiento puede discriminarse una topologia de estrella, en donde el
haplotipo CC-A4.2 es el més frecuente y central; esto posiblemente indica que es ancestral
con respecto a los haplotipos CC-A4.1 y CC-AX.

La presencia de nodos de conexién en el centro del diagrama estaria indicando un sesgo
muestreal, el cual indica que no se encuentran representados en la muestra aquellos

haplotipos que conectan entre si a los haplotipos encontrados.

4.3. Origen geografico de los individuos muestreados

Se estima que el 76% de los individuos pertenecen a las playas de anidacién ubicadas
exclusivamente en Brasil, ya que los haplotipos mayormente representados son el CC-A4.2 y
CC-A4.1, ambos endémicos de dicho pais.

Un Unico individuo proviene de playas de anidacion ubicadas en el Mar Mediterraneo,
mientras que el 20 % restante pertenecen a haplotipos nuevos alin no registrados en

ninguna playa de anidacion conocida.
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4.3.1. Inferencias acerca del origen geografico de los nuevos haplotipos

A pesar de que no es posible determinar claramente cual es el origen de los haplotipos no
identificados, es posible inferirlo comparando las secuencias nuevas con las secuencias de
340 pares de bases anteriormente utilizadas (ACCSTR, http://accstr.ufl.edu/accstr-
resources/ccshortmtdna.pdf).

Al construir un arbol de haplotipos incluyendo secuencias de CC-AX, CC-AY y CC-AZ
(reducidas a 340 pb) junto a las secuencias de la antigua caracterizacion haplotipica, se

observa el siguiente patron de agrupamiento (Figura 13).
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Figura 13. Relacion evolutiva de los haplotipos inferida a través del método de Union de Vecinos. El arbol
consenso de bootstrap, obtenido a partir de 1000 replicas, fue usado para representar la relacion evolutiva
entre los haplotipos encontrados. El porcentaje de arboles (replicados en la prueba de bootstrap) en el que se
muestran los haplotipos asociados, se muestra al lado de las ramas. Aquellas asociaciones de haplotipos que
no superan el 50 % de replicaciones en la prueba de boostrap no fueron consideradas. El arbol esta dibujado a
escala, con longitudes de rama expresadas en las mismas unidades que las de las distancias evolutivas,
empleando el parametro Kimura 2 del método Unién de Vecinos; y se encuentran expresadas como el nimero
de sustituciones de bases por sitio. Todas las posiciones ambiguas fueron removidas para cada par de
secuencias. Como grupo externo se utilizd una secuencia de ADN mitocondrial de tortuga carey (Eretmochelys
imbricata) depositada en GenBank por Lara-Ruiz et al. 2006 (codigo: DQ177341.1 Ei BR16). Andlisis evolutivo

realizado con el programa MEGA 5 (Tamura et al. 2011).
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En la Figura 13 se observa que los individuos pertenecientes a los nuevos haplotipos, cuando
son evaluados en conjunto con las secuencias de 340 pb utilizadas antiguamente, se
corresponden con haplotipos antiguamente caracterizados.

Los nuevos haplotipos CC-AX y CC-AY se corresponden con los antiguos CC-A25 y CC-A4
respectivamente; ambos endémicos de playas de anidacion brasileras (Reis et al. 2009).

Esto corrobora lo observado en las figura 8 y 9, donde ambos haplotipos nuevos se
encuentran estrechamente relacionados con los haplotipos endémicos CC-A4.1 y CC-A4.2;
conformando un grupo de haplotipos brasileros.

Por otro lado, el Unico individuo que constituye el haplotipo CC-AZ, pasa a identificarse
como el antiguo CC-A34, el cual proviene de playas de anidacion ubicadas en el Pacifico

Sudoccidental (Caraccio et al. 2008; Reis et al. 2009).

43



5. DISCUSION

5.1. Variabilidad haplotipica y nucleotidica

En el contexto de la caracterizacion haplotipica realizada en esta investigacion, debe
destacarse el uso de un segmento del ADN mitocondrial (Dloop) (Abreu-Grobois et al. 2006;
Figura 9), que incluye unos 400 pb adicionales con respecto a las secuencias de 340 pb
comunmente utilizadas en estudios precedentes. Esto resulta especialmente valioso, ya que
se incluye una tercera regién donde se concentran una gran cantidad de cambios (15 sitios
polimarficos en total).

En este sentido, los haplotipos pasan a ser definidos por un mayor ndmero de sitios
polimorficos, subdividiéndose los antiguos haplotipos y aumentando la probabilidad de
encontrar haplotipos nuevos. Aumentar el nivel de discriminacion haplotipica en éareas de
alimentacion y desarrollo, donde convergen individuos de diversos origenes geograficos,
permite identificar vacios de informacién con respecto a relaciones filogenéticas de la

especie y playas de anidacion aln no caracterizadas.

Si comparamos los valores de diversidad genética obtenidos en este estudio con los
recabados en la investigacion antecedente (Caraccio et al. 2008; H=0.432 +/- 0.087 y
nn=0.014 +/- 0.007), observamos diferencias que pueden ser atribuidas al cambio en el
tamafio de la secuencia utilizada en los andlisis.

El valor de H obtenido en esta investigacion resulta mayor al obtenido por Caraccio et al.
(2008), mientras que la diversidad nucleotidica es menor.

Con respecto al valor de A, al aumentar el tamafio de la secuencia en la caracterizacion

haplotipica, es esperable encontrar mas haplotipos, y en consecuencia, valores de diversidad
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haplotipica mayores. En este sentido, los haplotipos CC-A4.1 y CC-A4.2 antiguamente se
caracterizaban como un Unico haplotipo, el CC-A4. A su vez, se obtuvieron 6 haplotipos en
una muestra de 25 individuos, mientras que los autores antes mencionados hallaron 5
haplotipos en 43 individuos.

La baja diversidad nucleotidica puede explicarse por la gran proporcion de regiones
conservadas en las secuencias analizadas y a la alta frecuencia de los haplotipos CC-A4.2 y
CC-A4.1 respectivamente, los cuales difieren en apenas un sitio polimorfico en relacion a

748 pares de bases.

El patron de “estrella” observado en la red de haplotipos (Figura 11) indica una posible
ancestralidad entre los mismos donde pueden inferirse eventos de expansion poblacional de
la especie (Bowen & Avise 1995). CC-A4.2 pareceria ser la variante ancestral desde la cual
divergieron los haplotipos CC-A4.1 y CC-AX, o visto de otro modo, estos podrian ser el
resultado de una expansion poblacional a partir de una poblacién en la cual el haplotipo CC-
A4.2 estaba presente. En este sentido, Reis et al. (2009) encuentra un patrén de
ancestralidad similar entre haplotipos endémicos de Brasil (CC-A4, CC-A24 y CC-A25),
sugiriendo la existencia de un origen comun para los mismos, donde CC-A4 seria el haplotipo
ancestral.

Los resultados obtenidos corroboran lo observado por Reis et al. (2009) pero a un nivel de
discriminacién haplotipica mayor. En esta investigaciobn se encontraron patrones de
ancestralidad entre haplotipos que antes eran definidos como uno solo, y a su vez
encontramos un haplotipo nuevo que derivaria de una subdivision del antiguo haplotipo CC-

Ad.
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5.2. Origen geografico de los individuos

La composicion haplotipica observada en este estudio se asemeja a la observada por
Caraccio et al. (2008); en ese caso, la proporcion de individuos provenientes de playas de
anidacion exclusivamente brasileras fue del 74 %, mientras que la ocurrencia del haplotipo
CC-A2.1 fue de un 14 %. Si tomamos en cuenta las inferencias acerca del origen geogréfico
de los nuevos haplotipos, resulta que el 92 % de la muestra son individuos originarios de
Brasil, mientras que un 4% proviene del Mar Mediterraneo y el 4% restante es originario de

playas ubicadas en el Océano Pacifico SudOccidental.

La composicion genética observada en individuos capturados en aguas uruguayas e
internacionales aledafias, se corresponde con la obtenida para individuos varados en la costa
uruguaya. Los resultados obtenidos comprueban que existe concordancia en la composicion

haplotipica del stock mixto que habita aguas uruguayas.

Se corrobord la existencia de un area de alimentacion y desarrollo para la especie, la cual
constituye un hébitat de juveniles y subadultos que se caracteriza por la predominancia de
individuos provenientes de playas de anidacion cercanas a las aguas uruguayas. Los
resultados obtenidos apoyaron lo expresado por Bowen et al. (2005) (Figura 6),
observandose una marcada estructuracion haplotipica, con predominancia de individuos

juveniles y subadultos originarios de Brasil.
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5.2.1. La corriente calida del Brasil como factor estructurador del stock

mixto

La costa uruguaya se encuentra influenciada principalmente por dos corrientes oceanicas; la
corriente célida del Brasil y la corriente fria de las Malvinas (Figura 12). La primera se mueve
en direccion Norte-Sur a lo largo de la costa de Brasil, Uruguay y Argentina, mientras que la
segunda lo hace en direccion opuesta a lo largo de la costa de Argentina y Uruguay. Ambas
corrientes colisionan en aguas uruguayas, generando un frente de salinidad y temperatura
que se desplaza hacia el sur en verano y hacia el norte en invierno, el cual genera una zona

de alta productividad organica (Guerrero & Piola 1997).

Figura 12. Principales corrientes marinas del Océano Atlantico. En rojo se detallan las corrientes de agua célida
y en azul las de agua fria. Las aguas de la regién (sefialadas con una linea punteada) se encuentran
caracterizadas por la interaccion entre la corriente célida del Brasil y la corriente fria de las Malvinas, las cuales

colisionan conformando un frente maritimo que da lugar a una alta productividad orgénica.
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Si observamos el patron de corrientes predominante en la region, resulta I6gico que exista
una predominancia de individuos de playas de anidacion brasileras. Las crias al nacer y
entrar en la fase oceanica, toman contacto con la corriente célida del Brasil, o que lleva a la
mayoria de los individuos a reclutarse luego en aguas uruguayas. Esta corriente constituye
en si un corredor migratorio de gran importancia para las poblaciones brasileras de la

especie.

5.2.2. La diversidad genética se corresponde con la biogeografia de la
especie

En base a los resultados, podemos afirmar que el patrén observado en las figuras 10 y 11 se
corresponde efectivamente con los datos biogeograficos de la especie. El grupo de
haplotipos brasileros, se diferencia ampliamente del CC-A2.1 proveniente de playas de
anidacion lejanas (Mar Mediterraneo) y del CC-AZ posiblemente originario de playas de
anidacion ubicadas en el Océano Pacifico.

Debido al comportamiento filopatrico de las hembras, es esperable que poblaciones
anidadoras alejadas, incluso ubicadas en distintas cuencas oceanicas, muestren una

diferenciacion genética pronunciada.
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5.3. Las aguas uruguayas como area de alimentacion relevante para

colonias anidadoras lejanas

Los individuos caracterizados como CC-A2.1 (catalogado como juvenil) y CC-AZ
(indeterminado), probablemente hayan llegado a aguas uruguayas siguiendo los giros
oceénicos (Figura 12).

La presencia de individuos juveniles de playas lejanas puede deberse a que estos realizan
migraciones troficas hacia areas de alta productividad (Bjorndal et al. 2000) y las aguas
abiertas del Océano Atlantico Sudoccidental, y més especificamente las aguas uruguayas,
son éareas altamente productivas debido al frente termo-salino generado por la colision de

las corrientes marinas (Guerrero & Piola 1997).
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6. IMPLICANCIAS PARA LA CONSERVACION

6.1. Impacto de las pesquerias industriales

A partir de los resultados obtenidos, puede afirmarse que las pesquerias industriales que
operan en aguas costeras uruguayas e internacionales aledafas, estarian afectando en
mayor proporcion a las poblaciones anidadoras de Brasil, ya que observamos una alta
predominancia de haplotipos brasileros. Sin embargo, también se observa la presencia de
individuos que pertenecen a playas de anidacion distantes, por tanto estas pesquerias

afectan a poblaciones de la especie a nivel regional y mundial.

Es necesario enfocar esfuerzos en la creacién e implementacion de tecnologias pesqueras
que mitiguen la captura incidental de tortugas marinas en las pesquerias industriales. En
este sentido, en Uruguay se ha experimentado con la implementacion de anzuelos circulares
en las pesquerias de palangre pelagico (Domingo et al. 2009) los cuales reducen la captura
incidental de tortugas marinas pero se observd que atrapan una mayor proporcion de
tiburones en relacion a los anzuelos “J”. La investigacion en este tipo de tecnologias
mitigadoras debe ser ampliamente promovida en nuestro pais para asegurar la

sustentabilidad de la especie a nivel regional y global.

6.2. Stocks genéticos como Unidades de Manejo

Podemos afirmar que en nuestras aguas co-ocurren varios stocks genéticos, siendo los mas
representativos aquellos provenientes de playas de anidacion brasileras. A nivel genético,
encontramos al menos dos haplotipos exlusivos de Brasil (CC-A4.1 y CC-A4.2) con la

posibilidad de que CC-AX y CC-AY también provengan de dicho pais. Estudios enfocados en
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las playas de anidacion brasileras pueden esclarecer a futuro si cada haplotipo caracteriza a
una playa de anidacion discreta o si todos los haplotipos endémicos componen una Unica
gran poblacion brasilera. Por el momento, podemos afirmar que la mayoria de los individuos
que utilizan aguas uruguayas provienen de playas brasileras; por tanto la o las poblaciones
anidadoras de Brasil deben ser consideradas como una Unidad de Manejo para la especie.

Cabe destacar la importancia de las aguas uruguayas como un area especialmente relevante

para la sustentabilidad de las poblaciones brasileras de tortuga cabezona.

6.3. Fortalecimiento de la Unidad Regional de Manejo propuesta para la
region ASO
A nivel regional, los resultados obtenidos complementan la informacion biogeogréafica
necesaria para el establecimiento y fortalecimiento de la RMU propuesta por Wallace et al.
(2010), comprobando la concordancia del stock mixto que habita aguas uruguayas. En este
sentido, nuestros resultados destacan la importancia de la corriente calida del Brasil como
uno de los corredores migratorios mas importantes para las poblaciones que anidan en ese

pais.

6.4. Fortalecimiento y evaluacion de areas maritimo-costeras protegidas

A nivel nacional, en el contexto del Sistema Nacional de Areas Protegidas (SNAP), evaluar la
diversidad haplotipica hallada en individuos varados en la costa uruguaya es informacion
relevante y necesaria para el establecimiento y fortalecimiento de las areas protegidas de la
costa uruguaya. Actualmente encontramos implementadas tres &reas maritimo-costeras

protegidas: Cerro Verde e Islas de la Coronilla, Cabo Polonio y Laguna de Rocha, todas ellas
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ubicadas en el departamento de Rocha (www.snap.gub.uy).

La mayor parte de los varamientos de tortugas cabezonas se registran en las costas del
departamento de Rocha, dentro de las areas costero-marinas protegidas o en 4reas aledafias
a las mismas (Vélez Rubio 2011). Determinar la causa de estos varamientos, asi como la
diversidad genética de los individuos, permite evaluar el impacto de actividades humanas
sobre la especie. En este sentido, la diversidad genética de la especie generalmente es un
buen indicador del estado de salud de las poblaciones de la misma (Avise 1998).

Dada su importancia ecoldgica, la sustentabilidad a largo plazo de las poblaciones de tortuga
cabezona que ocurren en nuestras aguas, constituye un indicador directo del estado de
salud de nuestros ecosistemas maritimo-costeros.

Por otro lado, la tortuga cabezona es una especie “bandera” para la conservacion lo que la
convierte en una herramienta muy 0til a la hora de trabajar con las comunidades costeras
para construir conciencia acerca de la importancia de las areas maritimo-costeras protegidas
en nuestro pais.

Es recomendable evaluar la implementacion de “corredores migratorios protegidos” que den
cuenta de la alta movilidad de los individuos y su mayoritaria ocurrencia en aguas pelagicas
0 neriticas alejadas de la costa. En este sentido, la territorialidad asociada al concepto de
areas protegidas, imposibilita que estas sean completamente efectivas a la hora de proteger
la especie, ya que una gran proporcion de individuos no utiliza las aguas cercanas a la costa.
Tomando en cuenta lo anterior, determinar la diversidad genética y el origen geografico de
los individuos que ocurren en aguas uruguayas, es de valiosa importancia para la
planificacion y establecimiento de planes de manejo dentro y fuera de las areas protegidas,
el fortalecimiento o redefinicion de las mismas y/o el establecimiento de futuras &reas

protegidas
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7. CONCLUSIONES

Existe una concordancia en el stock mixto que habita las aguas uruguayas y la region
ASO (Atlantico Sud Occidental), observandose una composicion haplotipica similar
entre individuos capturados en alta mar y aquellos que se encuentran varados en la

costa uruguaya..

Las principales playas de anidacion contribuyentes al stock mixto son brasileras con
un aporte del 76 %. Sin embargo, las aguas uruguayas también reciben aportes de
playas de anidacion lejanas ubicadas en el Mar Mediterrdneo y Pacifico Sud

Occidental

El reclutamiento de individuos juveniles y subadultos en nuestras costas
posiblemente esté estructurado por los sistemas de corrientes marinas,
principalmente por la corriente calida del Brasil, la cual constituye un corredor

migratorio para la especie.

La diversidad del stock mixto que habita nuestras aguas asi como la predominancia

de juveniles durante todo el afio y las altas tasas de captura incidental, convierten a

las costas uruguayas en un area primordial donde enfocar esfuerzos de conservacion.
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8. PERSPECTIVAS

Es importante aumentar el tamafio muestral para asi obtener resultados que
representen con mayor resolucion estadistica la estructuracion genética de la

especie.

Aumentar los esfuerzos de muestreo y anélisis genéticos en las playas de anidacion
brasileras. En este sentido, el aumento en la secuencia que caracteriza los haplotipos
genera un aumento de la variabilidad haplotipica y se vuelve necesario evaluar si los
nuevos haplotipos se corresponden con nuevas playas de anidacion o pertencen

todos a las mismas playas de anidacion.

Caracterizar genéticamente la muestra con marcadores nucleares como
microsatélites, para poder evaluar el aporte y comportamiento de los machos,

responsables del flujo génico.
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ANEXO |

Para determinar el estadio de los individuos muestreados, se tomé como referencia el
tamafio minimo de las hembras en playas de anidacion brasileras (Media LCC = 83 cm)

(Lopez-Mendilaharsu et al. 2007). Aquellos individuos que se encuentran por encima de ese

valor fueron considerados como adultos y el resto como juveniles o subadultos.

Fecha de

Muestra colecta Localidad Departamento | LCC (cm) Estadio

CCv 11 10/12/2001 Punta del Este Maldonado 77 Juvenil-Subadulto
CCv 17 27/02/2002 Punta Carretas | Montevideo 68 Juvenil-Subadulto
CCV 19 24/03/2002 Carrasco Montevideo 74,6 Juvenil-Subadulto
CCvV 38 17/01/2003 Cerro Verde Rocha s/medida Indet.

CCv 43 17/03/2003 Piriapolis Maldonado s/medida Indet.

CCV 45 02/04/2003 Solymar Canelones 100 Adulto
CCV54 21/04/2003 La Pedrera Rocha 97,5 Adulto

CCV 57 16/04/2003 La Paloma Rocha 95,6 Adulto
CCVal 02/02/2004 | Punta del Diablo Rocha 61,5 Juvenil-Subadulto
CCV 103 22/04/2004 La Coronilla Rocha s/medida Indet.

CCv 197 03/09/2005 La Esmeralda Rocha s/medida Indet.

CCV 224 09/02/2006 Barra del Chuy Rocha 63,9 Juvenil-Subadulto
CCV 269 11/01/2007 La Coronilla Rocha s/medida Indet.

CCV 278 27/01/2007 Santa Teresa Rocha 58,4 Juvenil-Subadulto
CCV 285 30/01/2007 Vaélizas Rocha 71 Juvenil-Subadulto
CCV 292 20/02/2007 La Coronilla Rocha 70,7 Juvenil-Subadulto
CCV 314 06/01/2008 Cerro Verde Rocha 59,3 Juvenil-Subadulto
CCvV 317 03/02/2008 Carrasco Montevideo 108,5 Adulto

CCv 318 11/02/2008 Bello Horizonte Canelones 109 Adulto

CCV 323 12/03/2008 La Esmeralda Rocha 68,4 Juvenil-Subadulto
CCV 339 17/12/2008 | Punta del Diablo Rocha s/medida Indet.

CCV 344 18/12/2008 La Coronilla Rocha 62,4 Juvenil-Subadulto
CCV 347 09/01/2009 Santa Teresa Rocha 96,4 Adulto

CCV 349 12/01/2009 La Paloma Rocha 62,3 Juvenil-Subadulto
CCV 368 23/02/2009 La Coronilla Rocha 52,2 Juvenil-Subadulto
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ANEXO Il

Protocolo de extraccién de ADN utilizado en esta investigacion.

EXTRACCION DE ADN (modificado de Medrano et al. 1990)

DIA1
1. Cortar tejido con material estéril

2. Colocar en eppendorf

3. Centrifugo 1min. si la muestra fue conservada en alcohol para eliminarlo.
4. Se lava con buffer STE 1ml.

5. Centrifugo 1 min.

6. Descarto el STE

7. Agregar buffer de lisis (550 ul) + proteinasa K (10 mg/ml) (20 ul)

8. Dejar en bafio a 55 °C con agitacion dos horas, o a 37°C por toda la hoche

Buffer de lisis

50mM Tris HCI, pH 8,0; 50mM EDTA, pH 8,0; 1% SDS; 100mM NacCl; 1% beta mercaptoetanol

Buffer STE
0.1M NacCl, 100mM Tris pH 8, 1mM EDTA pH 8

DIA2

1. Adicionar 5,5 ul. RNAsa A y dejar incubando 1 hora mas a 55 °C

2. Centrifugar 14.000 rpm por 10 min.

3. Transferir sobrenadante a otro eppendorff y medir (ul.) con la pipeta
4

. Agregar NaCl, lo tenemos a 5M, y lo tengo que llevar a 2M
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Vi = Vf (Sobrenadante) x 2 (Concentracién final) = x

5 (Concentracion inicial)

Hacer tabla

N° Vini | Vini X | V.ini + | (V.ini +V.NaCl) / 2 V.c/tubo*2

individuo 0.66 V.NaCl

V.NaCl c/tubo V.Etanol
p.3 p.4 p.7 p.8

5. Vortexear 5 seg. cada muestra
6. Centrifugar 14000 rpm durante 30 min.
7. Distribuir el sobrenadante en dos tubos ependorff (aprox. 400ul. cada uno)
8. Adicionar el doble en volumen de Etanol absoluto frio (aprox. 800ul.) en este momento

se deberia observar el ADN

©

Se deja precipitando en la heladera toda la noche

DIA 3

Centrifugar 30 min. a maxima rpm

Desechar sobrenadante

Adicional 1ml de Alcohol 70%

Centrifugar 5min. a 6000 rpm-descartar sobrenadante
Adicional 1ml de Alcohol 70%

Centrifugar 5min. a 6000 rpm- descartar sobrenadante
Incubar 30 min. a 37°C o hasta secar

Agregar 50 ul 1xTE (Tris EDTA o agua destilada)

© N o g B~ w0 DdPRE
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