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Presentacion

1995 el Grupo Especialista en Tortugas Mari- de tortugas mueren cada afio al ser capturadas
nas (MTSG por sus siglas en inglés) publicé unaaccidentalmente en artes de pesca activas o abandonadas.
strategia Mundial para la Conservacion de Asimismo, muchas areas de anidacién y alimentacion han
Tortugas Marinaskn ella, se definen lineamientos sobre quedado inhabilitadas o presentan un franco deterioro, por
los cuales se deben encauzar los esfuerzos para recupetas derrames de petréleo, acumulacion de desechos qui-
y conservar a poblaciones de tortugas marinas reducidasicos, plasticos no-degradables y otros desechos
drasticamente o en proceso de declinacion, en todo ehntropogénicos; aunado a los desarrollos costeros de alto
ambito de su distribucion global. Como elementosimpactoy, al incremento del turismo y la diversificaciéon de
singulares en la estructura funcional de ecosistemagstas actividades tanto en la zona costera como en la
complejos, las tortugas marinas sostienen una relaciémceanica.
importante con habitats costeros y oceanicos. Por ejemplo, ~ Para reforzar la supervivencia de las tortugas marinas,
contribuyen a la salud y el mantenimiento de los arrecifeses indispensable que en todos los paises localizados en las
coralinos, praderas de pastos marinos, estuarios y playayeas de distribucion de estas especies, el personal que
arenosas. L&strategiarespalda programas integrales realice los trabajos de conservacion en el campo, recurra a
orientados a prevenir la extincién de las especies y promuevineamientos estandarizados y a criterios apropiados. Las
la recuperacién y el sostenimiento de poblacionestécnicas de conservacion y manejo estandarizadas pro-
saludables de tortugas marinas que realizan eficientement@ueven la recopilacion de datos comparables y hacen
sus funciones ecolégicas. posible el compartir los resultados entre los paises y
Las tortugas marinas y los humanos han estadagegiones.
vinculados desde los tiempos en que el hombre se En tanto que este manual tiene el propdsito de cubrir
establecié en las costas e inicié sus recorridos por losa necesidad de lineamientos y criterios normalizados,
océanos. Por innumerables generaciones, las comunidadégconoce a la vez, que un sector creciente de interesados
costeras han dependido de las tortugas marinas y sudn el trabajo de campo y tomadores de decisiones requieren
huevos para la obtencién de proteinas y otros productosorientacion sobre las siguientes interrogantes : ¢cuando y
En muchas regiones, esta practica alin continda. Sin enpor qué seleccionar una opcion de manejo entre las
bargo, durante el transcurso del siglo XX, el incremento erdisponibles? y ¢ como instrumentar efectivamente la opcion
la comercializacion intensiva de los productos de tortugaseleccionada y evaluar los logros obtenidos?
marina ha diezmado muchas poblaciones. Debido al  El Grupo Especialista en Tortugas Marinas de la UICN
complejo ciclo de vida de las tortugas marinas -en esteonsidera que un manejo apropiado no puede realizarse
proceso los individuos migran entre varios habitats quesin el soporte de una investigacion de alta calidad enfocada,
pueden incluir la travesia de toda una cuenca oceanicaen la medida de lo posible, hacia tematicas criticas para la
para su conservacion, se requiere de una planeacién debnservacion. Nuestra intencion es que este manual sea
manejo con un enfoque de cooperacion internacional, quele provecho a los interesados en la proteccion y manejo de
reconozca la interconexién entre habitats, de poblacionefas tortugas marinas de todo el mundo. Reconociendo que
de tortugas marinas y de poblaciones humanas, en tantos programas con mayores logros, combinan las técnicas
gue se apligue el mejor conocimiento cientifico disponible.de censo tradicionales con el manejo de bases de datos
A lafecha, nuestro éxito parar llevar a cabo cualquieraelectronicas y el analisis genético con telemetria satelital,
de ambas tareas ha sido minimo. Las especies de tortugéscnologias que apenas podrian ser vislumbradas por los
marinas estan catalogadas como “En peligro critico”, “Enconservacionistas de la generacién anterior, dedicamos este
peligro” o “Vulnerable” por la Unién Mundial para la manual a los conductores del manejo y conservacién de
Naturaleza (UICN). La mayoria de las poblaciones hanlos recursos naturales del siglo XXI, quienes enfrentaran
disminuido inexorablemente como secuela de las practicatos cada vez mas complejos retos de una administracion
de extraccion no sustentables para el aprovechamiento depropiada. Esperamos que encuentren en este manual un
su carne, concha, aceite, pieles y huevos. Decenas de milentrenamiento y asesoria Utiles.

Karen L. Eckert

Karen A. Bjorndal
F. Alberto Abreu Grobois
Marydele Donnelly
Editores
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En las Ultima décadas las técnicas usadas en lagproductorapresentes en un areaalamentacion o
andlisis genéticos han esclarecido varios aspectos dgtio de captura particular.
la historia de vida de la tortuga marina. Por ejemplo:  Este capitulo es una revisién del marco de trabajo
¢Jlas tortugas hembras regresan a anidar en su plapara usar la informacion genética eidintificacion
natal? ¢Los machos mantienen una ruta para el flujde poblaciones reproductoras de tortugas marinas. Dos
de genes entre las colonias anidadoras? ¢ Contribuyan lostemas considerados fundamentales para
mas de un macho en la fertilizacién de una nidada®uestra discusion: (i) el uso apropiado de informacion
¢,Cudles son las relaciones evolutivas entre las distintagenética requiere que las metas del estudio sean claras
especies de tortugas marinas? ¢Las “huellas” @ inequivocas y que el disefio de muestreo y los
“marcas moleculares” del ADN puedesarse para marcadores moleculares empleados sean los
seguir la pista de las migraciones de las tortugas meapropiados; y (ii) los datos moleculares son muy
rinas? Todas estas preguntas han sido respondidas poaformativos cuando se integran cestudios de
los estudios de la genética molecular en los ultimossampo, en particular con los estudios de marca-
anos (revision dBowen y Avise, 1995; Boweny Karl, recaptura.
1996). Este capitulo proporciona una descripcion breve

Aunquetodos los aspectos de historia natural sonde los enfoques moleculares y proporciona los
aplicables a la conservacion, quizas las herramientagrotocolos para la recoleccién de muestras (Apéndice
genéticas mas poderosas para el manejo de las tortughl pero no abordenétodos genéticos particulares.
marinas son aquellas que pueden identificar poblacioEstos ultimos se encuentran detalladodidis et al.
nes reproductoras particulares, encontradas en una(@996) y sus aplicaciones a las tortugas marinas son
en el conjunto de playas de anidaciésug habitats revisados en Bowen y Witzell (1996) y Bowen y Karl
de alimentacién correspondientes. La resolucion dg1996). Para una discusion sobre la identificacion de
poblaciones (0 “stocks”) etortugas marinas se ve poblaciones reproductoras y las unidades evolutivas
entorpecidaor las extensas migraciones que efectlanver aMoritz et al.(1995).Para una descripcion de los
la mayoria de las especies tanto en sus efapas  procesos genéticos de la poblacién, vea a Hartl y Clark
niles como en la de adultos reproductores. Esta$1997).
migraciones son el punto critico que resalta la
necesidad de identificar la distribucion geografica deEleccion de Marcadores Moleculares
los habitats de alimentacion que sostienen a una EIl ADN mitocondrial (ADNmt) ha demostrado
poblacion reproductora especifica y, reciprocamentesermarticularmente efectivo para detedégstructura
evaluar proporciones de diferentes poblacionesoblacional en las tortugas marinas. El poder de
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Tabla 1. Marcadores moleculares usados para la identificacion de tortugas marinas

Marcador Herencia Afiaciion Poblacional
dentro/entre
Genoma Nuclear
electroforesis de proteinas biparental baja/baja
copia sencilla anénima biparental baja/baja
microsatélites biparental alta/baja-moderada
Genoma Mitocondrial
fragmentos de restriccion materna baja/baja-alta
secuencias de region control materna baja-alta/moderada-alta

1Variacion relativa dentro y entre agrupaciones regionales de colonias anidadoras
Nota: Para una revision mas completa, ver Bowen y Karl (1996), Bowen y Witzell (1996).

resolucién del ADNmt se encuentra condicionado a  Los estudios deoblaciones dADN nuclear
la metodologia empleada; varios estudios han descritipicamente usan segmentos del genoma que no
una discriminacién incrementada de poblaciones pocodifican paras productos de proteinas especificas.
el uso de la region control. Esta evoluciona masEstas regiones no-codificadoras acumulan las
rapidamente que el genoma completo del que se analizautaciones mas rapidamente que las regiones que
por fragmentos de restriccion (RFLPr estarazén, codifican para la produccién g¢eoteina, y por eso
la regién control se reconoce como el segmento d@roporcionan una gran sensibilidad (Tabla 1). Los
ADNmt de eleccidrpara los estudios en playas de segmentos de ADN nuclear que son apropiado para
anidacién. La conclusion general de estos estudios des estudios de tortugas marinas incluyen copia
gue tipicamente las tortughembragetornan a su  andnima Unicas de ADN nuclear (ascnDNA,; Ketrl
region de origen para reproducirse (conducta “deal., 1992), minisatelites (Peare y Parker, 1996), y
buscadoras de su origen natal”, o filopatria) pero esamicrosatélites (FitzSimmonet al, 1997a).Las
poblaciones reproductoras pueden abarcar variogcnicas para minisatélites y microsatélites, conocidas
habitats conectados a las playas de anidacionpopularmente como huellas de identificacion individual
distanciados entre si hasta 100-400 km (Norman, 1996Jel ADN, también se han usado para evaluar la
Bowen y Avise, 1995). genealogia y la posibilidad de paternidad multiple en
La molécula del ADNmt se transmite por via ma- las nidadas de las tortugas marinas (FitzSimmons,
terna, significando con esto que las crias del sex01998). Esta ultima metodologésta ganando la
masculino heredan el ADNmt de su madre pero no laceptacion como una herramienta estandar en la
transfieren a las generaciones subsecuentes. Egenética de la conservacion, y puede usarse
muchas circunstancias, los marcadores heredados pampliamente para los estudios de poblaciones de
las hembras ofrecen una ventaja distinta porquéortugas marinas en la proxima década. La serie de
proporcionan las perspectivas sobre las conductatécnicas de ADN nuclear estan desarrollandose
reproductoras de ldembras que son de importancia rapidamente, por lo que es probable que andlisis
suprema para la supervivencia de la especie (Boweadicionales estardtisponibles en el futuro, incluyendo
y Avise, 1995). Por otro lado, el ADNmt no produce la secuenciacién directa de segmentos de ADN
el escenario completo, y puede puntualizar unanuclear (Karl, 1996).
interpretacion engafiosa de aislamiento entre las
oblaciones si hay alguna forma de flujo genético ., .
Itoravés de los mac)rlmos?como es el casojpr%bable pa valuacion de Stocks en Poblaciones
las tortugas verdes (Kaet al, 1992; FitzSimmonet ~ Anidadoras
al., 1997a,b)Por esta razén, los estudios de lavariacion ~ En la interpretacion de la distribucién de la
de ADN nuclear son muy deseables para com-ariacion genética, los investigadores estan usando
plementar los analisis del ADNmty para proporcionaresencialmente el analisis de una sola via. Si se observa
una explicaciomas completo de la estructura genéticauna divergencia significativa enttas poblaciones
de la poblacion. anidadoras, entoncesdemos inferir que el flujo de
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genes es bajo y quas cohortes de anidacién por una diferencia fijada en las secuencias de la region
constituyenpoblaciones reproductoras aisladas. Sincontrol. De aqui que cada caguaemala regién del
embargo, la conclusién inversa no se sostiendPacifico lleva una marca natural de ADNmt que in-
invariablemente. Si las frecuencias de los genotiposlica el pais de origeopn un alto grado de confianza.
no son significativamente diferentes entre dos area&stos marcadores se han usado para determinar qué
de anidacion, entonces no podemos estar seguros geelonias anidadorason impactadas por la mortalidad
estos sitios de muestr@stan unidos en una sola de tortuga caguama en las pesquerias que usan redes
poblacion reproductora distribuida al azar. Este podriale deriva o redes palangreras (Bowéml, 1995).
ser el caso, sin embarpay tres razones por qué no Este enfoque, conocido como el andlisis de stocks
puede selPrimero, podria ser que a la prueba le faltbmezclados, esta usandose para evaluar la composicion
poder estadistico debido al pequefio tamafio de ldel stocken una variedad de sitios de alimentacion y
muestra (Baverstock y Moritz, 1996). Segundo, podriacaptura para varias especies de tortugas marinas
ser que las poblaciones sdlo han divergido(Broderick y Moritz, 1996Bowenet al, 1995). El
recientemente y las diferencias genéticas todavia npoder de este andlisis depende, sin embargo, de hasta
se han compilado. Tercero, relativamente pocogjué punto se han caracterizado todas los stocks que
migrantes (p. ej., 10 por generacion o menos) sompotencialmente contribuyen. Esto requiere un
suficientes para homogeneizar las frecuencias alélicasnuestreo integral de las poblaciones anidadoras en la
todavia 10 migrantes por generacion tendrian urregién, un proceso que ahora esta siendo desarrollado
impacto insignificante sobre los procesos demogréaficopara la mayoria de las especies de tortugas marinas.
en la mayoria de las poblaciones anidadorasSin embargo, incluso sin¢aberturacompleta puede
Consecuentemente, las colonias reproductoras que s@er posible proporcionar urevaluacion cualitativa
genéticamente homogéneas, todavia podrian tener Bobre cualepoblaciones reproductoras estan
capacidad de ser demograficamente independienteqresentes en las rutasigratorias y los habitats de
alimentacion. Se espera que esta aplicacion sera una
Evaluacion de Stocks en Sitios de herramienta de manejo significativa.

Alimentaciéon y de Captura

El conocimiento de diferencias genéticas entre la . ~
poblaciones anidadoras hace posible determinar qutStra‘teQIElS de Muestreo y Tamano de
colonias reproductoras contribuyen a una area parfMuestra

ticular de alimentaciéon o de captura. Por ejemplo, Los estudios genéticos moleculares han sido
muestras de la tortuga caguama en las dos principalgsvolucionados por la tecnologia de la PCR que permite
areas de anidacid@n el océano Pacifico, en el sureste amplificacion de genes especificos a partir de pequefias
de Japon y en Queensland, Australia, se caracterizagantidades de ADN. Antes del advenimiento de

Glosario de Términos Genéticos

ADNmt El ADN mitocondrial se transfiere de la madre a sus crias, y de sus crias hembras a la proxima generacion. Las variantes son
llamadas tipicamente haplotipos, y cuando varios haplotipos estan presentes entre las poblaciones, se revela la infoent@cion sob
estructura del linaje de las hembras.

ADNn-ADNnuclear se hereda de ambos padres. Asi, los estudios que usan los marcadores nucleares, proporcionan la informacion sobre
el flujo de genes entre las poblaciones influenciado por hembras y machos.

ascnDNAcopias nucleares Unicas anénimas. Estas son regiones de ADN nuclear Gnicas (es decir, transcripciones singulares) que pueder
utilizarse como marcadores genéticos en las tortugas marinas debido a que los eventos de mutacién han generado m(itgles alelos
et al, 1992).

Microsatélite loci regiones de ADN nuclear definidas por la presencia de un segmento o unidad repetitiva de ADN, cada unidad puede
tener una longitud de 1-6 pares de base. Estas regiones tienen una tasa de mutacidn alta y generan alelos de longgtsideseatifamen
utilizarse como marcadores genéticos para una resolucion de poblaciones a escala fina y en estudios de genealogia.

Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RidfRus siglas en inglgd.a digestion de un segmento de ADN

(o el genoma completo del ADNmt) por enzimas de restriccion producen fragmentos de una longitud particular dependiendo de la
colocacion del sitio de restriccion (p. €j., la enzMsd corta todos los sitios ‘TTAA"). Una mutacién a un sitio de restriccion, impediria

la digestién de la enzima y de esta manera se generarian fragmentos de longitud diferente.
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Tabla 2. Cebadores usados para la amplificacién de secuencias de ADN en tortugas marinas.

Cebador Secuencia 5'-3' Especie§ Longitud
Aprox
(bp)

Cc Cm Dc Ei Lk Lo Nd

region control ADNmit

TCRY% TTGTACATCTACTTATTTACCAC ++ ++ ++ ++ + + ++ 380

TCRE& CAAGTAAAACTACCGTATGCC

LTCM13 CCCAAAACCGGAATCCTAT - ++ - - - - - 510

HDCM1® AGTGAAATGACATAGGACATA

ADNcsnt*

Cm-12R AGCTGAAGCCAATGAAGAAGAA +- ++ — +- +- +- +- 1380

Cm-12L GCTCAGGTTTAGCTCGAAGGT

Cm-14R TAAGCATTATACGTCACGGA +- ++ — +- +- +- + 930

Cm-14L AGTATTTGGGCAGAACAGAA

Cm28R TAAATGCCAGGTATGTAACTC +- +- +- +- +- +- +- 1400

Cm28L GAITGCTGGTCTCTGGAAGGCT

Cm-39R TGCTAGTTTTGTTAGTTCTGGT + ++ — + + + + 1350

Cm-39L ATAGTGGATTGGAGAAGTTGTT

Cm-45R CTGAAAGTGTTGTTGAATCCAT +- ++ +- +- +- +- +- 1000

Cm-45L CCGCAAGCAAAACATTCTCT

Cm-67R GAATATAAGATTTCATACCCCA - ++ - - - - - 1160

Cm-67L TTTAATTCTGAAAACTGCTCTT

microsatélites

Cc7-P TGCATTGCTTGACCAATTAGTGAG ++ — - - - - ++ 180-190

Cc7-R ACATGTATAGTTGAGGAGCAAGTG

Ccl17-p TCTTTAACGTATCTCCTGTAGCTC ++ ++ ++ ++ - ++ ++ 210-270

Ccl17-R CAGTAGTGTCAGTTCATTGTTTCA

Ccl41-F CAGCAGGCTGTCAGTTCTCCA ++ — - - - - +- 180-210

Ccl141-R TAGTACGTCTGGCCTGACTTTC

Cm3-p AATACTACCATGAGATGGGATGTG +- ++ ++ ++ - +- ++ 140-200

Cm3-R ATTCTTTTCTCCATAAACAAGGCC

Cmb58-p GCCTGCAGTACACTCGGTATTTAT +- ++ ++ ++ - +- ++ 120-150

Cm58-R TCAATGAAAGTGACAGGATGTACC

Cm72-p CTATAAGGAGAAAGCGTTAAGACA ++ ++ +- ++ - ++ ++ 230-300

Cm72-R CCAAATTAGGATTACACAGCCAAC

Cma84-p TGTTTTGACATTAGTCCAGGATTG ++ ++ ++ ++ - ++ ++ 310-370

Cm84-R ATTGTTATAGCCTATTGTTCAGGA

Ei8-P ATATGATTAGGCAAGGCTCTCAAC ++ +- ++ - ++ ++ ++ 170-250

Ei8-R® AATCTTGAGATTGGCTTAGAAATC

DC9Z% CACCCATTTTTTCCCATTG - - ++ - - - - 120-140

ATTTGAGCATAAGTTTTCGTGG

1 amplifica, variabilidad desconocida, +- amplifica sin

variabilidad, ++ amplificay es variable, - desconocida, —no

amplifica

2Normanet al 1994

3allard et al 1994

86

4Karl et al 1992, Karl 1996
SFitzSimmons 1998
BFitzSimmonst. al 1995
TFitzSimmonst. al 1996

8Dutton 1995
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tecnologia de la PCR, los analisis genéticos requirieromlimentacién o de captura (cuando se realiza una
de tejido fresco o congelado, un impedimento logisticoevaluacion en stocks mezclados) depende del nimero
considerable, cuando el organismo del estudio ocupade poblaciones fuente que se consideren como
hébitat tropicales aislados y lejos del laboratorio masandidatas viables y el nivel de diferenciacion entre
cercano. Con la metodologia de la PCR, los tejidodas colonias reproductoras (Broderick y Moritz, 1996).
pueden guardarse sin refrigeracturanteperiodos  En un sitio de alimentacion tipicla muestra debe
extensos (Apéndice 1). Los tejidos parcialmenteincluir por lo menos a 100 individuos (aunque una
degradados, como podria obtenerse de las tortugasuestra mas pequefia puede ser informativa en un
muertas, la carne cocinada, o productos procesadagentido cualitativo) y puede ser apropiado estratificar
de la tortuga, a menudo pueden analizarse. las muestras segun la edad, sexo, y afio. Las muestras
Los métodosbasados en la PCR requieren de una N>100 estan justificadas cuando existen varias
cebadores especificos, segmentos cortos de ADNMolonias reproductoras candidatas queden
sintético, que dirigeda reaccibnmediada por la contribuir a las cohortes o cuando hay un nimeros
enzima. Ahora, se han desarrollado varios cebadoregrande de alelos, como puede ser el caso de los
quetrabajan sobre el ADN nuclear y ADNmt de la microsatélites (vea a Chapman, 1996). La combinacion
mayoria o todas las especies de tortugas marinas (Tabde estudios del piloto con simulaciones de estimaciones
2). Uno de los rasgos mas loables de los estudiode maxima probabilidatp. ej., Broderick yMoritz,
genéticos en poblaciones de tortuga marina, ha sidé996) son importantes para evaluar (i) si las preguntas
gue la mayoria de los laboratorios han usado los mismgsropuestas pueden ser respondidestro de las
juegos de cebadorepermitiendo comparaciones limitacioneslogisticas, y (ii) que tamafio de muestra
directas de lmformacion genética en loci homdlogos serd necesaria.
a través de todo el area de distribucion global de las
especiesSe espera que esta tendencia se continle. .. . .
¢ Qué constituye un tamafio adecuado de IaSlnergla entre los Estudios de
muestra? La respuesta depende de la técnica, nivépenética los de Marcaje
de la diferencia genética, y la pregunta bajo  Hemos intentado sintetizar las mayores fortalezas
consideracion. Para definir las poblaciones repro-y limitaciones de datos moleculares para la evaluacion
ductoras con el ADNmt, el tamafio de la muestrade los stocks. De lo anterior, debe ser obvio que
minimo para las comparaciones estadisticas @8de nosotros no consideramos los estudios genéticos como
donde hay diferencias grandeaunque N=20 se una panacea para laidentificacién de poblaciones. Sin
recomienda para la mayoria de las evaluaciones de kembargo con un muestreo apropiado y la integracion
poblacién. Si se pretende emplear los datos detle estudios ecolégicos (vea debajo), estos métodos
ADNmMmit de las colonias reproductora como una basepueden proporcionar conocimientos valiosos.
para la evaluacion en la areas de alimentacidon, Los datos genéticos y la informacion de la
entonces el tamafio deuestra deseable es de N > 30 recaptura de marcas pueden actuar reciprocamente
para obtener estimaciones mas exactas de lade tres maneras. Primelos estudios de marcado
frecuencias de los alelos. Para los estudios de ADNjeneranipétesis acerca de patrones de migraciéon
nuclear en poblaciones anidadoras, particularmentgue son probadas con los datos genéticos.
cuando se usan los microsatélites, es deseable tomar En varias especies de tortugas marinas, las
mas muestras de poblacion (N = 30-50) debido a hipoétesis sobre las migraciones con fines reproductivos
gue elnimero de alelos detectados es mayor. Parde estas especies, formulados en base a los estudios
establecer la escala geogréfica de la distribucion dele marca - recaptura, han sido evaluados con los
unapoblacion reproductora, es apropiado disefiar urestudios genéticos (Bowesat al, 1992, 1994;
esquema de muestreo jerarquico, en donde las mueBroderick y Moritz, 1996; FitzSimmons, 1997a).
tras abarquen varios de los habitats de anidacion denti®egundo, los datos de marcaje pueden usarse para
de una region (p. €j., primero entre playas de anidaciéprobar si las poblaciones anidadoras que parecen estar
distanciadas unos cuantos cientos de km), y despuéanidas por un extenso flujo de genes (basado en los
varias regiones separadas entre si por distancias qukatos genéticos) también muestreintercambio
oscilen entre 100 a 1,000 km. frecuentede anidadoras dentro de una escala tempo-
El tamafio de la muestra en la areas deral contemporanea. Por ejemplo, los datos de recaptura
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Apéndice

Protocolos de Muestreo para el 1.

Andlisis Genético via PCR

El muestreo de hembras anidadoras, crias, y
tortugas capturadas en el mar pueealizarse sin
problema, obteniendo sangre o tejido, teniendo el
cuidado necesarjmara evitar infeccién de individuos
0 contaminacion cruzada de muestras. En animales
vivos, la superficie donde Isangre o tejido sera
extraido deberdimpiarse con una solucién de
detergente, 70% etanol, o isopropanol. También deben
limpiarse los instrumentos completamente entre los

muestreosucesivos (0 desecharlos), y los tubos de Iaz'

muestra deben ser nuevos (no de re-uso), limpios
apropiadamente etiquetados.

3.

Colecta de Sangre
Normalmente, la sangre se extrae de los senog

Métodos

Colecte la sangre cama jeringa nueva, de
acuerdo a Dutton (1996), usando una aguja nueva
para cada muestra. La cantidad de sangre extraida
y el tamafio de la aguja debe ser proporciahal
tamafio de la tortuga: es decir, para adultos tome
una muestra de 0.5-1.0 ml de sangre, usando una
aguja calibr0-22 x 38mm, y para las crias, tome
una muestra de 0.02-0.1 ml de sangre usando una
aguja calibre 28-30 x12.7mrRara las tortugas
ladd se recomienda una aguja de 18 x 76mm
(Dutton, 1996).

Agregue la sangre inmediatamente al tubo
etiquetado con el buffer litico en una proporcion
aproximada sangre-buffer de 1:10.

Invierta suavemente el tubo varias veces para
mezclar los ingredientes.

Las muestras, pueden guardarse a la temperatura

cervicales dorsales del cuello y en cualquier de los
lados de la columna vertebral, siguiendo el protocolo
de Dutton (1996). En las tortugas adultas este seno

ede encontrarse entre 1-3 cm debajo de la superfici Nota: el buffer litico no es toxico y puede
bu . R 4o .up '“Quardarse por largos periodosaatemperatura del
de la piel. El muestreo es mas facil si el animal se

. . __ ~ ambiente.
coloca en un angulo ligero para aumentar el flujo de

sangre a la region de la cabeza, y a la vez se tira de la

cabeza para estirar y relajar los musculos del cuelloColecta a Partir de Otros Tejidos

Aungue el muestreo de sangre es una técnica simple Muestras de tejido de 0.1-0.2 gramos puede

y robusta, se recomienda tener cautela en lo siguientéemoverse sin riesgo de un animal adulto, siempre y

Primero, esta técnica no debe intentarla personal sinuando se acaten los procedimientos de técnicas

experiencia, ya que los errores pudieran ocasionagstériles. Dutton (1996) recomienda remover tejido

dafiar en los vasos sanguineos o al tejido del nervioon un sacabocados de la superficie dorsal de las patas
protegido por la columna vertebral, sobre todo en lagraseras, y otros investigadores han obtenido buenos
crias. Segundo, la obtencién de sangre en hembrassultados con muestras de la piel de la region del

anidadorasse limita al intervalo de la puesta de la cuello/hombrog< lcn¥) tomado con un escalpelo u

nidada (o cuando ella retorna al mar) y puede ser dificibtra herramienta para biopsias. Si la muestra es en

si su cabeza se encuentra en posicion ascendentecyias, también es posible conseguir una buena muestra
con flujo sanguineo reducido. Para las tortugas latidge ADN, haciendo una muesca pequefia (2mm)
la alternativa es obtener la sangre de las aletas trasereemovida del borde posterior del carapacho con una

(Dutton, 1996). hoja del escalpelo (FitzSimmons, datos sin publicar).

. En la colecta denuestras de animales muertos,

Materiales , , )

iy _ recomendamos tomar el tejido del masculo debajo de

*  Buifer litico: 100 mM Tris-HCI, pH 8; 100 mM la piel. Tejidos que se han mantenido congelados
EDTA,_pH 8, 10 mM _NaCI; 1.0% (wiv) SDS previamente son aceptables. Los tejidos secos e
(dodecil sulfato de sodio) incluso el hueso también puede trabajar.

« Jeringa y aguja (o tubos al vacio equipados con  Sij|os huevos son la fuente de tejido a obtener, o el
agujas “vacutainers”) sin el tratamiento embrién entero o una muestra de tejido suave de los
anticoagulante. embriones en estado avanzado de desarrollo, pueden

e Tubos con tapa de roscaguos recipientes para utilizarse para muestra. Para embriones muy jovenes,
almacenamiento de la muestra perfectamentda blastula o embrion en desarrollo puede usarse. Si se
sellada. colectan huevos puestos por las tortugas

ambientedurante un afio por lo menos. Evite la
exposicion al calor o la luz del sol.
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recientemente, recomendamos dejar que el embridger irritante a la piel, 0jos, y el sistema respiratorio. La
se desarrolle durante unos dias hasta que puedmlucion salina saturada/DMSO no es inflamable, y
identificarse la blastula. Si esto no es posible, entoncepuede guardarse indefinidamente a la temperatura del
una porcion de la membrana de la yema puedembiente. Durante el almacenamiento, puede salirse
proporcionar ADN suficiente. una poca de sal. Esto no indica que el preservativo ha

) expirado.
Materiales

. Solucion DMSO de preseervacion: DMSO al 20% Allernativas _
(dimetil sulfoxido) en agua saturada con la sal Los tejidos pueden guardarse convenientemente
(NaCl). en etanohl 70-95%, o en una concentracion similar

» Tubos contapdn de rosca u otros recipientes arde isopropanol, en lugar del DMSO. En la ausencia
P P P 8e otros conservadores, las muestras pueden cortarse

almacenar |-a muest_ra perfectamente sellada. en pedazos pequefios (< 0.5 cm) y empaquetar en sal.
* Hojadenavaja de afeitar, escalpelo, 0 sacabocadog| materialsecado al sol también puede ser til.
para la biopsia.

* Guantes desechables (recomendado). Disefio del Muestreo y del Proyecto

Métodos Colonias Anidadoras

1 Colecte el teiid ropiad ndiciones d Para colonias anidadoras, debe tenerse cuidado
- [-olecte e le)ido apropiado a sus condiclones de, , o ectar sélo una muestra por cada hembra. La
trabajo. Limpie completamente todos los

. . : muestra puedeser de sangre de la hembra
Icr:)Sr;[tr;rmre]Qé?ésn irr]ljrzzdcaaentrs(;:lieps?rgs evitar reproductorag de un huevo orl'a del nido. Tomando
' en cuenta quias hembras tipicamente ponen mas de

2. Corte el tejido varias veces con una hoja de lan nido por temporada, todas las muestras deben

navaja de afeitar o el bisturi para incrementar laco|ectarse dentro del misntatervalo anidacion; es

penetracion de buffer. decir, en un periodo maximo de dos semanas, o en su
3. Agregue el tejido al tubo que contiene la solucioncaso,las hembras debenarcarse pargrevenirun

de DMSO. La proporciéon de tejido/buffer debe muestreo de la misma tortuga o su progenie.

mantenerse entre 1:5 y 1:10. Asegurese que la

etiqueta del tubo o frasco conteniendo la muestrdsenealogia y Paternidad Mdltiple

se mantenga firmemente adherida. Para los analisis de genealogia o paternidad

4. Las muestras pueden guardarse a la temperatufUltiple, se recomienda un proyecto pilgte incluiria

del ambiente durante por lo menos un afio. Evite?! muestreo de 10-20 a crias por nidada de 5-10
la exposicion al calor o laz del sol. hembrasUn muestreo mas extenso podria incluir 10-

20 hembras y ud0% de las crias de cada nidada,

Para hacer un litro de solucién salina/DMsO Incluso de embriones sin eclosionardg nidadas
saturada: multiples depositadas por hembras individuales

1. Agregue NaCl (aproximadamente 200 g) a 750(F|tzS|mmons, 1998).

ml de agua destilada, hasta que la sal ya no Sﬁ/luestras de Sitios de Alimentacion

disuelve.
El muestreo para las tortugas capturadas en el

2. Agregue 200 ml DMSO. mar, debe seguirse de acuerdo a los protocolos para
3. Agregue el agua destilada necesaria paraangre adejido, registrar el tamafio y sexo, y marcarlas

completar un volumen de 1 litro volumen. La antes de regresarlas al mé&sto disminuira la

presencia de sal precipitada indica que la soluciomosibilidad de un re-muestreo al mismo animal, y la

esta saturada. recuperacion de la marca puede proporcionar datos
Nota: Debe tenerse cuidado con el manejo del DMSOimportantes para corroborar los resultados basados
ya que se impregna rapidamente en la piel y pueden los marcadores genéticos.
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