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RESUMEN

La tortuga marina Eretmochelys imbricata habita en aguas tropicales de todos los océanos. La
especie estd considerada en peligro critico de extincién por la IUCN y sus poblaciones se encuentran afectadas
por el trafico internacional de los escudos de su caparazon. La presente investigacion es pionera en Colombia y
en el océano Pacifico oriental tropical, ya que por medio de la amplificacién de secuencias de la region control
del ADNmt se caracterizaron genéticamente las poblaciones de la especie localizadas en: 1) Parque Nacional
Natural Gorgona, 2) Corales del Rosario y San Bernardo y 3) Cabo de la Vela (La Guajira). Se encontraron dos
haplotipos nuevos para el Pacifico oriental, aunque los indices de diversidad fueron bajos (h: 0.2857 + 0.1964;
m:0.0009 = 0.0008). Para la poblacién de Corales del Rosario y San Bernardo se encontraron cinco haplotipos
e indices de diversidad altos (h: 0.9333 £ 0.1217; m: 0.0089 £+ 0.0056). Finalmente, la poblacion del Cabo de la
Vela presento indices de diversidad relativamente altos (h: 0.6429 + 0.0539; 7: 0.0076 + 0.0041). Los andlisis
de distancia genética no revelaron diferenciacion significativa entre las colonias del Caribe colombiano (Pst =
0.002, p > 0.05; Fst = 0.083, p > 0.05); sin embargo, si se encontrd diferenciacion entre la colonia anidante del
Cabo de la Vela y ocho colonias anidantes en el mar Caribe, lo cual es un patrén caracteristico de la estructura
genética a escala global de las tortugas marinas. Por medio de los andlisis filogeograficos se observé una
profunda divisién entre el océano Atlantico y la regién Pacifico-Indica. Para el filogrupo del Atlantico no se
observé una agrupacion clara entre los haplotipos, mientras que para el filogrupo del Pacifico-Indico se observé
una posible distribucién de aislamiento por distancia. El tiempo de divergencia registrado en este estudio entre
los linajes del Atlantico y Pacifico-Indico sugiere una separacion que pudo haber ocurrido entre el Plioceno y
el Pleistoceno (7 Ma), posiblemente influenciada por el levantamiento del istmo de Panama.

PALABRAS CLAVES: Tortugas marinas, Eretmochelys imbricata, regién control ADN mitocondrial,
diversidad genética, andlisis filogenético.
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ABSTRACT

Phylogeographic relations of some feeding and nesting of hawksbill turtle rookeries
(Eretmochelys imbricata) in the Caribbean and Pacific of Colombia. The sea turtle Eretmochelys
imbricata inhabits tropical waters of all oceans. IUCN considers this species to be critically endangered
and its populations are affected by illegal international shell traffic. We present a pioneer research for
Colombia and the Tropical Eastern Pacific, since populations located in 1) Parque Nacional Natural
Gorgona, 2) Corales del Rosario y San Bernardo, and 3) Cabo de la Vela (Guajira) were genetically
characterized using mtDNA control region sequences. Two new haplotypes for the Eastern Pacific were
found, although with low diversity indexes (h: 0.2857 + 0.1964; 7: 0.0009 + 0.0008). Five haplotypes
were found for Corales del Rosario and San Bernardo’s populations, with high diversity indexes (h:
0.9333 + 0.1217; m: 0.0089 + 0.0056). Finally, Cabo de la Vela population presented relatively high
diversity indexes (h: 0.6429 + 0.0539; m: 0.0076 + 0.0041). The genetic distance analysis revealed no
significant differentiation between the Colombian Caribbean rookeries (®st = 0.002, p > 0.05; Fst =
0.083, p > 0.05). However, significant differences were found between Cabo de la Vela nesting rookery
and eight nesting rookeries along the Caribbean Sea, which is a genetic pattern characteristic of sea
turtles on a global scale. Our phylogeographic analysis revealed a deep split between the Atlantic and
the Pacific-Indian Ocean. For Atlantic phylogroup no clear clustering between haplotypes was perceived,
while in the Pacific-Indian phylogroup a possible distribution of isolation by distance was observed.
The divergence time reported in this study between the Atlantic and Pacific-Indian lineages suggests a
separation that may have occurred between the Pliocene and Pleistocene (7 Ma), possibly influenced by
the rise of the Panama Isthmus.

KEYWORDS: Marine turtles, Eretmochelys imbricata, mitochondrial DNA control region, genetic
diversity, phylogenetic analysis.

INTRODUCCION

La tortuga carey (Eretmochelys imbricata) esta distribuida en todos los
océanos tropicales y subtropicales (Roberts et al., 2004) con una dieta particularmente
tipica que incluye varias especies de esponjas y cnidarios marinos (Le6n y Bjorndal,
2002). Esta especie ha sido fuertemente explotada por siglos debido al trafico ilegal
de los escudos de su caparazén (Mortimer et al., 2007); se cree que mas de 10000
tortugas por afio han sido capturadas en décadas recientes en la regién del gran
Caribe (Canin, 1989), lo que ha ocasionado que muchas poblaciones anidantes
estén gravemente reducidas o extintas como resultado de esa explotacién (Bowen
et al., 2007). Consecuentemente, la carey se encuentra categorizada como especie
en peligro critico de extincién por la Unién Internacional para la Conservacion
de la Naturaleza (IUCN por sus siglas en inglés) (Mortimer y Donnelly, 2008) y
en el apéndice I de la Convencién sobre el Comercio Internacional de Especies
Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres, conocida como Cites (Traffic, 2002).

En el océano Atlantico la tortuga carey ha presentado una disminucién
drastica de sus poblaciones; sin embargo, en comparacidn con otras regiones presenta
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una distribucién y abundancia relativamente buena, registrdndose poblaciones
anidantes y de forrajeo en la mayoria de paises del mar Caribe. En cambio, en el
océano Pacifico esta especie estd particularmente amenazada aproximandose a la
extincién regional (Mortimer y Donnelly, 2008), especialmente en el océano Pacifico
oriental (OPO) donde alguna vez fueron consideradas comunes desde México hasta
Ecuador (Cliffton et al., 1982), siendo actualmente la tortuga marina mas escasa
de la regién (Cornelius, 1982). En 2007 la carey fue declarada funcionalmente
erradicada en el OPO, basados en los escasos registros de presencia de la especie y
distribucién de los arrecifes de coral en la regién (Mortimer y Donnelly, 2008; Gaos
et al., 2012). Sin embargo, seglin un estudio reciente, se ha considerado a Ecuador,
Meéxico, Nicaragua y El Salvador como paises prioritarios para la conservacién de
esta especie en la regién, siendo este ultimo, el pais de mayor prioridad, ya que
presenta la colonia de anidaciéon més grande para la carey en el Pacifico Oriental
(Gaos et al., 2010).

A pesar de que se han identificado recientemente algunas poblaciones de
carey en el OPO (Gaos et al., 2010), hasta el momento no se han realizado estudios
genéticos en esas poblaciones. Los estudios se han realizado principalmente en
el océano Atlantico (Bass et al., 1996; Bowen et al., 1996, 2004, 2006, 2007,
Bass, 1999; Gardufio-Andrade, 2000; Troeng et al., 2005; Lara-Ruiz et al., 2006;
Mortimer et al., 2007; Vélez-Zuazo et al., 2008; Blumenthal et al., 2009; Browne et
al., 2010; Monzén-Argiiello et al., 2010, 2011; Leroux et al., 2012), mientras que las
poblaciones del Pacifico-indico han recibido una minima atencién (Okayama er al.,
1999; Nishizawa et al., 2009, 2010; Tabib et al., 2011; Nezhad et al., 2012).

En Colombia los estudios en tortugas marinas se han desarrollado
especialmente en la costa Caribe, enfocidndose en la conservacion de playas de
anidacidén. Aun asi, el conocimiento sobre el estado de conservacidn de esas especies,
su dindmica poblacional, historia de vida y amenazas es minimo, sin mencionar la
carencia de estudios en dreas de alimentacidon que resultan mds dificiles y costosos
(Rincén-Diaz y Rodriguez-Zarate, 2004). Los trabajos que se han realizado para
la carey en playas de anidacién del Caribe colombiano han sido ejecutados en los
Parques Nacionales Naturales (PNN) Tayrona, Corales del Rosario y San Bernardo,
y en el Cabo de la Vela, Isla Fuerte e isla Tortuguilla (McCormick, 1997,1998;
Rincén et al., 2001; Arcos et al., 2002; Ceballos-Fonseca, 2004); mientras que para
la costa pacifica se han registrado pocos avistamientos de la especie. Segin el trabajo
realizado por Gaos et al. (2010), para el Pacifico colombiano se han registrado 25
individuos desde 1982 hasta 2009, siendo el PNN Gorgona, la region del Pacifico
colombiano con mayor registro de individuos, principalmente en actividades
relacionadas con la alimentacidn.
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De acuerdo con el dramético estado de la tortuga carey no solo en Colombia
sino también a nivel mundial, es necesario realizar estudios que brinden informacién
y comprensién de aspectos claves sobre su biologia, como el grado de aislamiento
entre colonias anidantes, vias de migracion, el origen (colonia reproductora) de las
poblaciones forrajeras y la estructura y diversidad de sus poblaciones (Bowen et al.,
2007). Recientemente se han empleado técnicas moleculares que permiten analizar los
polimorfismos de ADN y los patrones de diversidad genética de poblaciones naturales,
los cuales representan su genealogia y el impacto relativo de eventos histéricos,
geogréficos y demograficos (Avise, 2000; Nordborg e Innan, 2002). En particular los
polimorfismos del ADN mitocondrial (ADNmt) han sido usados en el estudio de linajes
maternos y estructura poblacional (Bowen et al., 1992), los cuales estdn intimamente
ligados con las caracteristicas de historia de vida y procesos poblacionales histéricos,
utiles para construir planes de conservacion (Reece et al., 2005).

El presente estudio es la primera investigaciéon en Colombia dirigida a
determinar el estado poblacional de los individuos de tortuga carey presentes en la
colonia de alimentacién méas importante del Pacifico colombiano ubicada en el PNN
Gorgona, y dos colonias del Caribe, una de anidacién en el Cabo de la Vela, La
Guajira, y una de alimentacién en Corales del Rosario y San Bernardo. El objetivo
es determinar por medio del andlisis de la regién control del ADNmt, la diversidad
y estructura genética de estas colonias y sus relaciones con las demds poblaciones
presentes en los océanos Atlantico, Pacifico e indico.

AREA DE ESTUDIO

Se analizaron siete muestras de individuos juveniles capturados en el PNN
Gorgona (2°55’45-3°00°55” N 'y 78°09°007°-78°14°3070), ubicado al sur occidente
del Pacifico colombiano, y separado 56 km del continente. Isla Gorgona pertenece
politicamente al municipio de Guapi (Cauca) y fue declarada drea protegida mediante
la Resolucién Ejecutiva No. 141 de julio de 1984. Los sectores de muestreo fueron
los arrecifes coralinos de La Azufrada y Playa Blanca, localizados en el lado oriental
de la isla. También se incluyeron dos muestras adicionales, la primera, corresponde
a un individuo capturado en el PNN Utria (Choco6); y la segunda, de otro capturado
en el PNN Sanquianga (Narifio) (Figura 1).

Por otro lado, se incluyeron muestras de tejido provenientes del Caribe
colombiano que hacen parte de la Coleccién de Tejidos del Instituto Alexander
von Humboldt, las cuales corresponden a seis juveniles capturados en mar abierto
del archipiélago Corales del Rosario y San Bernardo (Bolivar) y a 30 hembras
anidantes del Cabo de la Vela (La Guajira) (Figura 1). Dichas recolectas fueron
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realizadas bajo el Contrato de Acceso a los Recursos Genéticos No. 4 del 28 de
marzo de 2007, expedido por el Ministerio del Ambiente, Vivienda y Desarrollo
Territorial de Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Extraccion de ADN, amplificacion de PCR y determinacién de haplotipos
El ADN genémico fue aislado empleando el protocolo de FitzSimmons et
al. (1997) para las muestras de tejido sanguineo y el kit de extraccién Tissue DNeasy
(Promega) para las muestras de tejido muscular. Un fragmento de 740 pb de la
region control del ADN mitocondrial fue amplificado usando los cebadores LTEi9

Cabodela )
Vela (29) 7 Mar Caribe
PNN
 Corales del i YNy
Rosario y San ?/ T
Bernardo(6) /
TR

&

PNN Utria(1) [

PNN Gorgona (7)

PNN w 4

Sanquianga (1)

N

QOcéano
Pacifico

b

Figura 1. Localidades en Colombia donde se tomaron las muestras para la caracterizacion genética con
ADNmt de la tortuga carey (Eretmochelys imbricata). Los nimeros entre paréntesis indican el nimero de
muestras analizadas por localidad. PNN: Parque Nacional Natural.
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(GGGAATAATCAAAAGAGAAGG-3") y H950 (GTCTCGGATTTAGGGGTTT-3")
(Abreu-Grobois et al., 2006). La regién amplificada en este estudio abarca un segmento
de 380 pb y uno de 480 pb previamente utilizados en estudios genéticos en poblaciones
de tortugas carey (Bass et al., 1996; Bowen et al., 1996; Bass, 1999; Diaz-Fernandez et
al., 1999; Nishizawa et al., 2010).

La amplificacién de la regién control de ADNmt se llevé acabo por medio de
la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando una mezcla de PCR
de 25 pL, la cual contenia 50 ng/uL. de ADN total, 1 U de Taqg polimerasa, 0.5 uM de
cada cebador (IDT), 0.2 mM de dNTP’s, 2.8 mM de MgCI2 y Buffer 1X (KCI 500
mM y 200 mM Tris-HCI pH 8.4). La desnaturalizacién, hibridacién y extension se
realizaron a 94 °C por 20 segundos, a 52 °C por 30 segundos y a 72 °C por 90 segundos,
respectivamente, durante un total de 30 ciclos; la primera desnaturalizacion y la tltima
extension fueron realizadas por cinco minutos. Los productos de PCR fueron purificados
con el método de polietilenglicol al 20% (PEG 8000 y NaCl), para ser secuenciados
por electroforesis capilar multicolor en un equipo (ABI 310-3100) usando los mismos
cebadores empleados durante el proceso de PCR. Por dltimo, las secuencias fueron
editadas y ensambladas usando el programa Sequencher 6.1 (Gene Code Corporation).

Analisis de los datos
Diversidad y estructura genética

Para examinar la distribucién de los polimorfismos dentro de las secuencias
obtenidas se empled el programa DnaSp (Librado y Rozas, 2009). Se determiné la
diversidad haplotipica (h) y nucleotidica () para cada una de las colonias analizadas;
a su vez se cuantificé la diferenciacién genética entre ellas por medio de un andlisis
de comparacion de parejas de Fsz (basada en la frecuencia convencional) (Raymond y
Rousset, 1995) y ®st (Excoffier ef al., 1992) usando 10000 permutaciones. Ese mismo
analisis fue realizado para determinar la conectividad entre la colonia anidante del Cabo
de la Vela con respecto a las demds colonias anidantes registradas en el Atlantico que
cuentan con informacién de haplotipos de 740 pb (Vélez-Zuazo et al., 2008; Browne et
al., 2010 y Leroux et al., 2012). Por dltimo, se realizé un andlisis jerarquico de varianza
(Amova) para determinar como se distribuye la variacion genética entre los grupos
de haplotipos registrados para el Pacifico y Caribe colombianos. Todos estos analisis
fueron realizados por medio de Arlequin V.3.11 (Excoffier ef al., 2005).

Analisis filogenético y tiempo de divergencia
Para establecer las relaciones filogenéticas entre los haplotipos de
este estudio y los registrados en Genbank para los océanos Atldntico, Pacifico e
Indico, se construyé una red median-joining por medio del programa Network V
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4.6 (Bandelt et al., 1999). La informacién de la frecuencia de cada haplotipo fue
obtenida de los trabajos realizados por Vélez-Zuazo et al. (2008), Browne et al.
(2010), Nishizawa et al. (2010), Tabib et al. (2011) y Leroux et al. (2012). Los
loops ambiguos formados en la red resultante se resolvieron usando varios criterios
derivados de la teorfa de coalescencia: 1) Criterio de frecuencia: los haplotipos son
mas probables a estar conectados a haplotipos con alta frecuencia que con aquellos
con frecuencia baja; 2) Criterio topoldgico: los haplotipos son mds probables a
estar conectados con haplotipos centrales, que con haplotipos de los extremos; y 3)
Criterio geografico: los haplotipos son mas probables a estar conectados a haplotipos
de su misma poblacién o regién que a aquellos que estdn en poblaciones distantes
(Pfenninger y Posada, 2002). Los filogrupos de la red fueron identificados cuando un
grupo de haplotipos fue conectado por un solo haplotipo con minimas diferencias.

A su vez se realizé un andlisis filogenético para corroborar la existencia de
grupos monofileticos de haplotipos y estimar el tiempo de separacién entre las carey
de 1a regi6n Pacifico-Indico [se emplearon los haplotipos registrados en estudio para el
Pacifico colombiano y los de Nishizawa et al. (2010) y Tabib et al. (2011)] y las del
océano Atlantico [se emplearon los haplotipos registrados en este estudio para el Caribe
colombiano y los registrados por Vélez-Zuazo et al. (2008), Browne et al. (2010) y Leroux
et al. (2012)]. Para esto se realizaron dos andlisis probabilisticos: 1) Inferencia bayesiana
por medio del programa MrBayes 3.1 (Ronquist y Huelsenbeck, 2003); cuatro cadenas de
Markov fueron corridas (una fria y tres calientes, utilizando el default del programa) por
5x10° generaciones con muestreo cada 1000 generaciones. Las probabilidades posteriores
fueron obtenidas para el arbol consenso por regla de mayorfa. 2) Maxima verosimilitud
realizada empleando el programa PhyML v 3.1 (Guindon y Gascuel, 2003a), el soporte
de los nodos fue evaluado mediante Bootstrap no paramétrico usando 500 réplicas
(Felsenstein, 1895). En ambos métodos el modelo de evolucién de secuencia empleado
fue (TrN + G) determinado por ModelTest 0.1.1 (Guindon y Gascuel, 2003b; Posada,
2008). Las especies empleadas como grupo externo fueron Caretta caretta (Genbank
Acc. Nos. EU179436.1 y EU179445.1), Lepidochelys olivacea (Genbank Acc. No.
U40661.1) y Lepidochelys kempii (Genbank Acc. No. U40657.1).

Por dltimo, para determinar los tiempos de divergencia del antecesor comuin
més reciente se utilizé el programa Beast V 1.6.1 (Drummond y Rambaut, 2007). Dos
puntos de calibracion fueron empleados: 1) entre los géneros Caretta y Lepidochelys,
16 millones de afios (Ma) (con un intervalo de confianza del 95% de 12 -20 Ma); y 2)
entre Lepidochelys olivacea'y L. kempii, 5 Ma (con un intervalo de confianza de 95% de
4-6 Ma) (Naro-Maciel et al., 2008). Las condiciones empleadas para el analisis fueron:
modelo de evolucién molecular GTR usando Gamma + sitios invariantes con cuatro
categorias Gamma, junto con la asuncién de un reloj molecular relajado Lognormal con
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una tasa de sustitucién por millén de afios de 0.018 (Monzon-Arguello et al., 2011).
Para todos los prior se emplearon los valores predeterminados por el programa, excepto
para la categoria Tree Prior para la cual se us6 el modelo Yule Process. Este modelo
fue seleccionado considerando: 1) el ajuste y convergencia de los datos empleando
dicho modelo; 2) el alto grado de divergencia genética encontrado entre los linajes
de los océanos Pacifico-Indico y Atlntico registrado en los anlisis anteriores; 3) las
sugerencias de otros autores de considerar dos especies dentro del género Eretmochelys
basadas en diferencias de coloracién y forma del caparazoén [E. imbricata para el océano
Atlantico y E. squamata para el Pacifico (Meylan, 1999)]; y 4) considerando que los
intervalos de confianza obtenidos para los tiempos de divergencia obtenidos bajo un
modelo de coalescencia fueron demasiado grandes (ver Anexo 1).

RESULTADOS

Diversidad y estructura genética

El andlisis de las 45 secuencias analizadas revel6 34 sitios polimoérficos
en un segmento de 740 pb. Ese polimorfismo incluy6 28 transiciones, 17 entre
pirimidinas (T-C; C-T), 11 entre purinas (G-A; A-G) y 6 transversiones (4 entre C-A;
1 entre C-G y 1 entre T-G), las cuales definieron 10 haplotipos: seis previamente
registrados en el GenBank (Ei-A01, Ei-A02, Ei-A03, Ei-A09, Ei-Al1l y Ei-A45),
uno registrado en la base de datos del Bitmar en México (Ei-A63) (Alberto Abreu-
Grobois, Universidad Nacional Auténoma de México. Mazatlan, México. 2008.
Com. Pers.) y 3 haplotipos reportados por primera vez para el Pacifico Oriental (Ei-
PColl, Ei-PCol2 y Ei-PCol3) (Tabla 1).

En la colonia de alimentacién presente en los arrecifes coralinos del PNN
Gorgona se encontraron dos haplotipos nuevos (Tabla 2) hasta el momento tnicos
para la cuenca del Pacifico Oriental Tropical; no obstante, dos secuencias similares
de 500 pb [EiJ5 y EiJ8 (nimero de acceso GenBank, AB485800.1 y AB485803.1,
respectivamente)] fueron registrados en una colonia de alimentacién ubicada en las
islas Yaeyama, Jap6n (Nishisawa et al., 2010), las cuales son idénticas hasta los
500 pb a los haplotipos Ei-P(Coll) y Ei-P(Col2), respectivamente. La diversidad
haplotipica para la colonia del PNN Gorgona fue de 0.2857 + 0.1964 y la diversidad
nucleotidica fue de 0.0009 + 0.0008 (Tabla 2). Para las dos muestras secuenciadas
del PNN Utria y Sanquianga se encontr6 el haplotipo Ei-P(Col3) (Tabla 2), el cual
representa un registro nuevo para el Pacifico oriental tropical, sin embargo, también
ha sido registrado en el golfo Pérsico como haplotipo Iran-3 (nimero de acceso
GenBank GU997696) (Tabib et al., 2011).
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Tabla 2. Frecuencia relativa de los haplotipos, diversidad haplotipica (h + SD) y diversidad nucleotidica
(m + SD) encontrados para tortuga carey (Eretmochelys imbricata) en las localidades muestreadas en
Colombia. PNN: Parque Nacional Natural.

PNN Gorgona  PNN Utria PNN Sanquiaga PNN Corales Cabo de la Vela

Haplotipo/Tamafio muestreal 7 1 1 6 29
Ei-A01 1 12
Ei-A02 1

Ei-A03

Ei-A09 1 2
Ei-All 2 13
Ei-A45

Ei-A63 1
Ei-p(Coll) 1

Ei-p(Col2) 6

Ei-p(Col3) 1 1

Niimero de haplotipos 2 1 1 5 5
Diversidad haplotipica (h) 0.2857+/-0.1964 0.933+/-0.121  0.642+/0.053
Diversidad nucleotidica () 0.0009+/-0.0008 0.008+/-0.005  0.007+/-0.004

Para el drea de alimentacién del PNN Corales del Rosario y San
Bernardo se registraron cinco haplotipos de seis individuos analizados. La
diversidad haplotipica para esa colonia de alimentacién fue alta (h: 0.9333 +
0.1217) comparada con otros indices encontrados en este estudio (Tabla 2). Por
ultimo, para el drea de anidacién del Cabo de la Vela se identificaron en total
cinco haplotipos, siendo el Ei-A11l el mds frecuente, seguido del haplotipo Ei-
AO01. Los haplotipos Ei-A03 y Ei-A63 fueron registrados en esa colonia con una
baja frecuencia (Tabla 2).

Las comparaciones de parejas entre la colonia del Pacifico y las
colonias del Caribe colombiano indicaron diferenciacién genética significativa,
y ausencia de diferenciacidén genética significativa entre la colonia anidante del
Cabo de la Vela y la de alimentacién de Corales del Rosario y San Bernardo (®st
=0.002, p > 0.05; Fst = 0.083, p > 0.05) (Tabla 3). El Amova obtenido soporta
la diferenciaciéon genética encontrada entre el Pacifico y Caribe colombiano,
con un 83.65% de la variacidn causada por diferencias entre esas dos regiones
(p < 0.01), mientras que el 14.91% de la variacion es causada por diferencias
dentro de cada regién; sin embargo, este ultimo porcentaje no fue significativo
(p > 0.05).

Por otro lado, todas las comparaciones de distancia genética realizadas
entre la colonia reproductiva del Cabo de la Vela y ocho colonias de anidacién
en el mar Caribe para las cuales se tiene informacién de haplotipos de 740 pb,
presentaron diferenciacion genética significativa (Tabla 4). Las colonias que
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presentan mayor diferenciacion genética con respecto a la colonia del Cabo de la
Vela fueron Guadalupe y Barbados-Leeward, mientras que las que presentaron
valores menores fueron Costa Rica y Nicaragua.

Tabla 3. Diferenciacion genética entre los haplotipos registrados para el Pacifico y Caribe colombiano
cuantificada por medio de un andlisis de comparacién de parejas Fsty ®st. * p < 0.05.

Corales del Rosario y

Pacifico Cabo de la Vela San Bernardo
Pacifico - F, =0.893* F =0.844*
Cabo de la Vela ® =0.275*% - F, =0.083
Corales del Rosario y ®, - 0.389* ®, = 0.002 )

San Bernardo

Tabla 4. Diferenciacion genética entre la colonia de anidacién del Cabo de la Vela y colonias de
anidacion registradas en el mar Caribe que tienen informacion de haplotipos de un fragmento de
longitud 740 pb. ¢ Vélez-Zuazo et al. (2008); @ Browne et al. (2010); = Leroux et al. (2012). * p>0.05.

Cabo de la Vela, Colombia

Colonia Fst st
Puerto Rico¢ 0.1863 0.3622
Guadalupe® 0.6607 0.4282
Costa Rica= 0.1379 0.0198%*
Nicaragua= 0.1051 0.0539
Antigua= 0.2343 0.0719
USVI= 0.1377 0.2004
Barbados-Leewarde 0.5031 0.6058
Barbados-Windwarde 0.1298 0.2248

Analisis filogenético y tiempo de divergencia

Lared median-joining mas parsimoniosa mostré dos filogrupos ampliamente
divergentes separados por 19 sustituciones (Figura 2). El primero conformado por
todos los haplotipos registrados para los océanos Pacifico e Indico, presentando dos
clados, uno establecido alrededor del haplotipo Ei-P(Col3), el cual ha sido registrado
en este estudio para el Pacifico colombiano ademds del golfo Pérsico [haplotipo
Iran-3 (Tabib et al., 2011)]; esta agrupacién exhibe forma de estrella incluyendo los
haplotipos registrados para el PNN Gorgona y el golfo Pérsico, todos diferenciados
por una sustitucién. El segundo clado estd formado alrededor del haplotipo Iran7
el cual fue registrado para el golfo Pérsico, no obstante, ese haplotipo también es
idéntico a una de las secuencias registradas como haplotipo EiJ4 en las islas Yaeyama,
Japdn (500 pb). Este clado también agrupa cuatro haplotipos diferenciados por una
sola sustitucion, los cuales han sido registrados para Japon.
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Irdn
© Japon
Ei-PCol2 @ Colombia
: . Colombia
Ei-A28
@ Costarica
Ei-AS1 Ei-A21
l @ Usvi
Ei-A36 Ei-A52
O Antigua
@ Puerto Rico
O—O Ei-A22 )
@ Nicaragua
Ei-A59 Ll
® 5iA65 @ Guadalupe
N Ei-A09 @ Barbaros
Ei-A60 O Cuba
Ei-A63

Figura 2. Red median-joining mas parsimoniosa de las secuencias de los haplotipos registrados para la
tortuga carey en los océanos Atléntico, Pacifico e Indico. El niimero de sustituciones entre los haplotipos
es ilustrado por los guiones en las lineas que los conectan. El tamaio de los circulos es aproximadamente
proporcional a sus frecuencias. Los colores dentro de cada circulo denotan los paises donde los haplotipos
han sido detectados. Los circulos negros pequenos corresponden a haplotipos intermedios inferidos.
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El segundo filogrupo estd conformado por los haplotipos registrados para el
océano Atlantico, el cual muestra dos clados divergentes separados por seis sustituciones.
El primero tiene como haplotipo central a Ei-AO1, uno de los més abundantes en el mar
Caribe; este clado exhibe una forma de estrella e incluye ocho haplotipos cercanamente
relacionados diferenciados por una sustitucién, a excepcion del Ei-AS2, el cual esta
unido a Ei-A02. El segundo clado se distribuye alrededor de los haplotipos Ei-All y
Ei-A23; el primero es también uno de los haplotipos méis abundantes en el mar Caribe,
y es central dentro de la red, el cual se encuentra unido a siete haplotipos diferenciados
por una sustitucién y cinco haplotipos con una mayor diferenciacion (dos sustituciones).
En este mismo clado, se encuentra el haplotipo Ei-A23, principalmente observado en
Meéxico y unido a los haplotipos Ei-41 y Fi-A22 registrados también para dicho pais pero
en menor frecuencia.

Por dltimo, los distintos métodos de reconstruccion filogenética utilizados
(mdxima verosimilitud e inferencia bayesiana) generaron topologias altamente
concordantes revelando una profunda divisién entre los linajes de los océanos
Pacifico-Indico y el Atlantico, con fuertes soporte en dichas agrupaciones. El anélisis
de divergencia entre los linajes del océano Atlntico y Pacifico-Indico revelé un
tiempo de separacién de 7.2 Ma para dichas regiones (un intervalo de confianza del
95%, limite superior e inferior de: 2.2 a 9 Ma) (Figura 3).

DISCUSION

Diversidad y estructura genética

La diversidad observada en este estudio para la colonia de alimentacién del
PNN Gorgona es baja comparada con los indices de diversidad registrados para otras
colonias de alimentacién del océano Pacifico-Indico (golfo Pérsico, h: 0.69; e islas
Yaeyama, h: 0.78); sin embargo, es similar a la diversidad haplotipica registrada
para la tortuga verde (Chelonia mydas) en el PNN Gorgona (h: 0.30, Amorocho
et al., 2012). No obstante, los valores de diversidad nucleotidica registrados para
ambas especies en la misma zona difieren (tortuga carey, m: 0.0009; tortuga verde,
m: 0.011); en parte, debido a las diferencias biolégicas y ecoldgicas entre ambas
especies; por ejemplo, comportamiento solitario (E. imbricata) y gregario (C.
mydas) (Sanches y Bellini, 1999), tipo de dieta (Naro-Maciel et al., 2008), areas
de distribucién, fluctuaciones demograficas y de proporciéon de sexos. Todas las
anteriores, pueden generar diferencias en el tamafio efectivo de sus poblaciones,
y por ende distintos valores de diversidad; asi como también, el pequefio tamafio
muestral incluido de la colonia de carey en el PNN Gorgona. Sin embargo, a pesar de
lo anterior, la diversidad registrada en este estudio para la colonia del PNN Gorgona
es un reflejo del critico estado de la especie en el Pacifico colombiano.
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Es posible, como se menciond anteriormente, que la baja diversidad
registrada para la carey en esta regién de Colombia esté relacionada principalmente
con el pequefio tamafio muestral analizado en este estudio. Sin embargo, existen
otros aspectos que pueden estar determindndola, entre ellos, la erradicacién que ha
sufrido esta especie en los hdbitats mds accesibles de la regién (Gaos et al., 2010)
y, al mismo tiempo, a la fuerte explotacién que soporté hasta mediados del siglo
veinte por la caza indiscriminada de los escudos de su caparazén, lo que conllevé a
una disminucién de las poblaciones de carey en el Pacifico oriental, hasta el punto
de ser considera la especie mas escasa de la regién e incluso extinta regionalmente
(Cliffton et al., 1982) hasta 2008, cuando se comprobé su presencia en el OPO (Gaos
etal.,2010).

Asi mismo, otro factor que puede determinar la baja diversidad es que,
segtin Bowen y Karl (2007), el Pacifico oriental se considera la regién del océano
mds recientemente colonizada por la carey. Todos estos aspectos en conjunto pueden
estar implicando una disminucién de sus poblaciones, tanto por efecto antropogénico
como por procesos de colonizacién, lo cual posiblemente generé reduccién
en el numero de individuos y, por ende, disminucién de la diversidad genética
principalmente por efecto de deriva génica o por causa de un efecto fundador. Lo
anterior ha sido registrado para otros organismos, entre ellos Dermochelys coriacea
(Molfetti et al., 2013), Podocnemis lewyana (Restrepo et al., 2008) y Tursiops
aduncus (Natoli et al., 2008). No obstante, para probar las hip6tesis de deriva génica
y/o efecto fundador es necesario aumentar el nimero de individuos muestreados de
tortuga carey en el OPO.

Por otro lado, debido a los pocos estudios que se han realizado en el OPO
sobre la tortuga carey, a la fecha no es posible determinar los linajes contribuyentes a
la colonia de alimentacion presente en el PNN Gorgona; si bien los haplotipos EiJ5 y
EiJ8 presentan secuencias idénticas a Ei-P(Coll) y Ei-P(Col2), respectivamente, dichos
haplotipos presentan una longitud de 520 pb, dejando por fuera aproximadamente tres
sitios polimoérficos [posiciones 554, 576 'y 577 (Tabla 1)] que han sido registrados para la
region control del ADNmt de las carey. Por otra parte, es importante resaltar el hallazgo
del haplotipo Ei-P(Col3) encontrado en los individuos de PNN Utria y Sanquianga,
el cual también ha sido registrado para el golfo Pérsico; esto mas que considerarse
evidencia de posible flujo génico entre ambas colonias, es probablemente debido a que
el haplotipo Ei-P(Col3), segin la teorfa de coalescencia, puede ser considerado uno de
los més ancestrales de los océanos Pacifico e Indico, ya que dicho haplotipo dentro de la
red median-joining presenta una ubicacién central en el filogrupo del Pacifico-Indico, y
del cual derivan la mayoria de los haplotipos registrados para el Pacifico colombiano y
el golfo Pérsico (Figura 2).
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Por lo anterior, atin no es posible determinar el origen de los individuos
registrados para el Pacifico colombiano ya que todos los haplotipos registrados
para dicha regién son considerados “huérfanos”, pues no se conoce el origen de
las poblaciones. Es posible que muchos de esos individuos provengan de grupos de
anidacidn vecinos como El Salvador, Ecuador y otros paises, pero hasta el momento
esa informacién no estd disponible. Por lo tanto, la poblacién de carey del Pacifico
colombiano debe ser considerada una unidad de manejo independiente, y no se
recomienda realizar eventos de recolonizacion.

Los valores de diversidad genética encontrados en las colonias analizadas
para la regién del Caribe colombiano fueron relativamente altos comparados con los
indices de diversidad registrados para Cuba (h: 0.213; m: 0.016), Guadalupe (h: 0.131;
m: 0.003) y México (h: 0.363; 7: 0.001), y similares a los de algunas poblaciones
como Antigua (h: 0.5511; m: 0.0044), Puerto Rico (h: 0.600; 7: 0.0098), Nicaragua
(h: 0.612; m: 0.018) y Republica Dominicana (h: 0.669; 7: 0.0100) (Leroux et al.,
2012). Sin embargo, al comparar las dos localidades del Caribe colombiano, se
observa que la colonia del Cabo de la Vela presenta indices de diversidad més bajos
a los encontrados en Corales del Rosario y San Bernardo, debido posiblemente a la
dominancia de los haplotipos Ei-A11 y Ei-AO1, los cuales estan presentes en 43 y
40% de los individuos analizados. Dichos haplotipos son considerados los mas
abundantes en el mar Caribe, ya que se encuentran registrados para la mayorfa de las
colonias de carey en la regién (Antigua, Barbados, Brasil, Costa Rica, Guadalupe,
Nicaragua, Puerto Rico e islas Virgenes, entre otras). Sin embargo, a pesar de que en
la colonia del Cabo de la Vela dominan esos dos haplotipos, al realizar el andlisis de
diferenciacion genética entre ella y las demds colonias del mar Caribe (Tabla 4) se
observa diferenciacion estadisticamente significativa con todas las colonias anidantes
analizadas, esto debido al comportamiento filopétrico y fidelidad al sitio de anidacién
de las hembras de tortugas marinas, lo cual las lleva a presentar una fuerte estructura
genética entre colonias anidantes a escala global (Bass et al., 1996; Bowen y Karl,
2007). No obstante, colonias proximas pueden estar interconectadas, esto se observa
entre la del Cabo de la Vela y la de Corales del Rosario y San Bernardo, ya que se
encontrd ausencia de diferenciacion genética significativa entre ambas (®st = 0.002,
p > 0.05; Fst = 0.083, p > 0.05) (Tabla 3), indicando que la colonia del Cabo esta
contribuyendo a la de alimentacién de Corales del Rosario y San Bernardo.

Por otro lado, en la colonia de anidacién del Caribe colombiano se registrd
el haplotipo Ei-A63, el cual hasta el momento sélo habia sido registrado en tres
individuos presentes en una colonia de alimentacién en Nicaragua (Robin ReLoux.
Southwest Fisheries Science Center. La Jolla, Estados Unidos. 2009. Com. Pers.);
por lo cual el hallazgo de ese haplotipo en una hembra anidante del Cabo de la Vela
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es una posible evidencia de que la colonia anidante del Caribe colombiano es fuente
potencial de individuos para dicho pafs. Por dltimo, la colonia que se alimenta en el
PNN Corales del Rosario y San Bernardo presenté indices de diversidad altos, los
cuales son caracteristicos de los sitios de alimentacién de las tortugas marinas en
donde se congregan individuos de diferentes colonias de anidacién. Es importante
recalcar que en esa colonia se registraron dos haplotipos poco frecuentes en el mar
Caribe (Fi-A02 y Ei-A45), particularmente Ei-A02, registrado tGnicamente para
Nicaragua y Costa Rica.

Analisis filogenético y tiempo de divergencia

Por medio de la red de haplotipos se observé una profunda divisién entre
los individuos de los océanos Atlantico y Pacifico-Indico. En particular para el
filogrupo del Atlantico no se observé una agrupacién clara entre los haplotipos,
esto mismo fue registrado por Monzén-Arguello ef al. (2011) y Leroux et al.
(2012). En general, la agrupacién de los haplotipos en esta regién no se ajusta a un
patrén claro de distribucidn, ya que todos los paises tienen haplotipos distribuidos
en diferentes clados. Por su parte el filogrupo del Pacifico-indico presenta un
patrén filogeografico diferente al Atldntico, ya que se observa cierto grado de
aislamiento geogréfico entre sus haplotipos, si bien en la red median-joining se
observa que algunos haplotipos como Iran7, Ei-PColl y Ei-PCol2 son idénticos
a algunos de Japon. Como se menciond anteriormente esta similitud no puede ser
determinada con claridad hasta el momento, pues la longitud de dichas secuencias
deja por fuera varios sitios polimérficos. Considerando lo anterior, se puede
observar que la mayoria de haplotipos son exclusivos de cada pais, ya que de un
total de doce, cuatro son endémicos del golfo Pérsico, cinco de Japén y dos del
Pacifico colombiano. Y solo un haplotipo es compartido entre Irdn y el Pacifico
colombiano (Ei-PCol3).

Esta estructuracién ha sido registrada incluso a menor escala; un trabajo
realizado por Mostafavi ef al. (2011) empleando microsatélites registra que dos islas
del golfo Pérsico que no estdn a mas de 350 km de distancia presentan una fuerte
diferenciacién genética. También el trabajo realizado por Reece et al. (2005) registra
que la tortuga carey presenta patrones caracteristicos de flujo génico restringido por
aislamiento por distancia a causa de su alta fidelidad al sitio de anidamiento y natal
homing. Es posible que este patrén sea mas marcado entre los océanos Pacifico e
Indico, pues la distancia que hay entre estas dos regiones es de mas de 10000 km (i.e.
entre Irdn y Japén la distancia es de aproximadamente 5000 km).

Por otro lado, los resultados presentes en esta investigacién soportan
el origen monofilético de los linajes de ADNmt para las carey del Atlantico
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y del Pacifico-Indico, indicando un tiempo de divergencia entre dichos linajes
similar al registrado para el género Chelonia (tiempo de divergencia entre
la tortuga verde del Atlantico e Indico-Pacifico: 7 Ma con un un intervalo
de confianza del 95%: 1.92 y 13.37 Ma) y género Lepidochelys (tiempo de
divergencia entre L. kempii distribuida en el océano Atldntico y L. olivdcea
del océano Pacifico: 5 Ma con un intervalo de confianza del 95%: 4 y 6 Ma)
(Naro-Maciel et al., 2008). Esos tiempos de divergencia indican una profunda
divisién ocurrida entre el Plioceno y el Pleistoceno, periodos caracterizados por
grandes cambios climdticos y eventos geoldgicos, entre ellos el levantamiento
del istmo de Panamad, el cual es considerado como una de las dos barreras
primarias que separa la fauna marina tropical del Atldntico y el Pacifico e influye
fuertemente los patrones de especiacién y biodiversidad (Bowen y Karl, 2007).
Recientemente, O’Dea et al. (2007) publicaron informacién acerca de registros
fosiles en el istmo de Panamd que les permitié determinar que la formacién
de esa barrera empez6 hace aproximadamente 10 Ma y que la mayoria de los
cambios bioldgicos y ambientales que ocurrieron dentro del mundo marino en
respuesta al levantamiento del istmo ya habian terminado hace 3.5 Ma. Por
lo tanto, el tiempo de divergencia registrado en este estudio concuerda con la
informacién geoldgica que se tiene hasta el momento de la formacién del istmo
de Panama, indicando que si bien el cierre total se dio hace 3.5 Ma, su proceso
de levantamiento tuvo efecto en la fauna marina mucho antes de dicho cierre.

Por dltimo, los andlisis filogenéticos y el tiempo de divergencia registrado en
este estudio para la tortuga carey, revelan una profunda e importante divergencia entre
los linajes de los océanos Pacifico-Indico y Atldntico, indicando que posiblemente
dichos linajes deben ser considerados como especies plenas, considerando ademaés de
los resultados acd expuestos, las diferencias en tamafio y coloracién (Meylan, 1999),
asi como dieta y uso de hébitat (Gaos et al., 2010) en cada regién (Pacifico-Indico y
Atlantico). Sin embargo, es importante para este tipo de conclusion realizar estudios
mas detallados, empleando tanto el andlisis de mas marcadores mitocondriales (i.e.
citocromo oxidasa I y citocromo b, entre otros), como nucleares, que permitirian
tener una apreciacion mas completa de la historia de dichos linajes.

Implicaciones para la conservacion
La carey actualmente es considerada una de las especies de tortugas
marinas con mayor riesgo de extincién a nivel mundial, ya que sus poblaciones
han presentado disminuciones drdsticas en toda su distribucién. En la actualidad,
las playas de anidacién que histéricamente recibian cientos o miles de tortugas
cada afio, ahora reciben un poco mas de una docena de hembras anidantes (Spotila,
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2004; Bowen et al., 2007). Varios son los factores que han contribuido a la
disminucién sus poblaciones, entre ellos estd la caza ilegal por los escudos de
su caparazon, caza furtiva de huevos, destruccién de hébitat, desarrollo costero y
captura incidental en pesquerias (Mast et al., 2004). Sumado a lo anterior, una de
las tantas amenazas que presenta esta especie en nuestro pais es el desconocimiento
total de sus poblaciones, lo cual impide el establecimiento de estrategias de
conservacion eficaces.

Por lo anterior, esta investigacién es de gran importancia para la
conservacién de las carey en Colombia pues brinda informacién valiosa para
el establecimiento de estrategias de conservacién por parte de las autoridades
colombianas, ya que por medio de la identificacién de haplotipos de ADNmt, los
indices de diversidad, estructura y relaciones genealdgicas se pudo determinar que:
1) La colonia de alimentacién presente en el PNN Gorgona es de gran importancia
para la toda la regién del OPO ya que presenta haplotipos nunca antes registrados
para el Pacifico oriental, lo cual evidencia la necesidad de conservar esa colonia.
Sin embargo la existencia de esos haplotipos huérfanos subrayan la necesidad de
muestreo adicional en el PNN Gorgona, asi como también, la necesidad de expandir
los andlisis genéticos a otras colonias de anidacién y alimentacién a lo largo de las
costas del Pacifico, lo cual brindaria bases s6lidas para implementar estrategias de
conservacion en la regién (i.e. el corredor marino del Pacifico oriental tropical, el
cual es una iniciativa dirigida por los gobiernos de Ecuador, Colombia, Panama y
Costa Rica para asegurar la integridad ecoldgica de dreas marinas protegidas). 2) La
evidencia de haplotipos compartidos entre las colonias del Caribe colombiano y el
resto del Caribe, demuestran el papel esencial que tienen los planes de conservacion
entre los diferentes paises de la regién para asegurar la proteccién de todos los
estadios de vida de las carey, con el fin de minimizar los riesgos de mortalidad en la
region y asegurar la proteccion a largo plazo de la especie.
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