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Resumen

A la fecha existe una controversia con respecto a la validez del
reconocimiento de la tortuga negra Chelonia agassizii como
una especie distinta a la tortuga verde C. mydas. En general las
evidencias moleculares han aportado informacién que niega la
validez de C. agassizii como especie, basindose en un tamafio de
muestra pequefio (n<8) de las principales poblaciones anidadoras
de la tortuga negra distribuidas en la costa del estado de Michoacin.
Los andlisis realizados con caracteres fenotipicos y de distribucién,
concluyen como vilida la asignacién de C. agassizii como una
especie distinta a C. mydas. En este trabajo se presentan andlisis
filogenéticos incluyendo nuevos haplotipos de la regién control
del ADN mitocondrial, obtenidos de 135 muestras de tortugas
negras del estado de Michoacdn, para compararse con secuencias
de toda el drea de distribucion del género Chelonia. Se concluye
que C. agassizii no puede considerarse una especie. Sin embargo,
se reconoce que es necesario realizar un andlisis exaustivo de toda la
informacién bioldgica, no solo de evidencia molecular para esclarecer
esta controversia, y hasta que esto no sea realizado, es prioritario
mantener los esfuerzos de conservacién sobre las poblaciones de la
tortuga negra.
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Abstract

We present a new analysis to contribute to the discussion on the
taxonomy of the genus Chelonia. We do a phylogenetic analysis using
the haplotypes found in 135 samples gathered form black turtle
populations from the main rookeries of black turtle (a.k.a. Chelonia
agassizii) in Michoacdn, together with published haplotypes from
other populations of the genus in the Atlantic and Pacific oceans,
concluding that there are no molecular evidence to support the status
of species for black turtle, but due the lack of holistic analyses for
clarifying the taxonomic position of black turtle, the conservation
efforts must be maintained in order to guarantee the persistence of
this unique turtle population.
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Introduccién
Es deseable que la clasificacién taxondmica refleje las relaciones
filogenéticas de los organismos vivos, con la finalidad de
comprender el proceso y las rutas evolutivas de los eventos
de especiacién (Wiley 1981). Sin embargo, existen diversas
complicaciones que afectan la identificacién del inicio y
terminacién de estos eventos; es decir, cémo se puede definir
objetivamente el limite entre una especie y otra. Existen multiples
conceptos de especie que hacen énfasis en diversos atributos de los
organismos, Futuyma (1998) plantea que existen al menos siete
definiciones de especie, de manera que no siempre es posible que
una especie sea considerada como tal bajo todas las definiciones.
Mientras que no es un objetivo de este articulo hacer una
revisién sobre los diversos conceptos de especie, es indispensable
mencionar que el Concepto Bioldgico de Especie propuesto por
Mayr (1942) es el que se emplea comiinmente (aunque no es
aplicable a todas las formas vivas p. €j. en organismos con
reproduccion asexual) y hay otros conceptos como el Evolutivo
propuesto por Simpson (1951) que define a la especie como “un
linaje de poblaciones de organismos que mantienen su identidad
de otros linajes y tienen su propia tendencia evolutiva y destino
histérico”, o el Filogenético propuesto por Cracraft (1989) y de
Queiroz y Donaghue (1990) para el que la especie “es el grupo
de organismos mds pequefio diagnosticable, en el que hay un
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patrén de ancestria-descendencia” que presumiblemente tienen
una aplicacién mds universal y objetiva.

Actualmente, la situacién taxondémica de la tortuga negra es
motivo de controversia. Algunos autores sugieren que la tortuga
negra, es una especie independiente (Chelonia agassizii; Bocourt
1868), mientras que otros autores sugieren que es una poblacién
regional o una subespecie de la tortuga verde (Chelonia mydas;
Linnaeus 1756). La controversia se debe a que existen evidencias
a favor y en contra de la asignacién de especie para la tortuga
negra:

Se ha encontrado que C. agassizii y C. mydas son especies
que ocurren de manera simpdtrica en algunas localidades (Islas
Galdpagos y Nueva Guinea) sin que a la fecha se tenga evidencia
de eventos reproductivos entre estas, por lo que Pritchard (1997)
considera que existe aislamiento reproductivo y por consiguiente
es valida la existencia C. agassizii como especie.

La tortuga negra es diferente en cuanto a forma, tamafio y
coloracién del caparazén, de acuerdo a un trabajo en el que se
comparan tortugas del estado de Michoacdn (México, océano
Pacifico) y de la playa Tortuguero, (Costa Rica, océano Atldntico)
(Figueroa y Alvarado 1990).

Kamezaki y Matsui (1995) analizaron medidas craneales
en siete playas de anidacidn, dos del Addntico y 5 del Pacifico,
concluyendo que la diferenciacién morfolégica que ellos
encuentran entre C. mydas y C. agassizii es suficiente para
clasificar a esta tltima como subespecie: C. mydas agassizii.

Bowen e al. (1992) analizaron el DNAmt con enzimas de
restriccién sobre muestras de 15 colonias dentro de la drea de
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distribucién global del género Chelonia,
encontrando una clara distincién entre las
poblaciones del Indo-Pacifico con respecto
a las del Addntico y Mediterrdneo. Sin
embargo, no encontraron evidencia, para
considerar que la tortuga negra forme
un linaje independiente con respecto a
las demds tortugas de este género, por lo
tanto no se apoya la asignacién de especie
independiente.

Karl et al. (1992) analizaron genes
nucleares de copia tnica, con enzimas de
restriccién para evaluar la diferenciacién
genética entre tortuga negra y verde. En
su andlisis filogenético no se apoya la
asignacion de especie para C. agassizii.

Dutton et al (1996) secuenciaron
dos segmentos mitocondriales de tortuga
negra y verde (ND4 y regién control) sin
que el andlisis filogenético demuestre una
distincién clara de la tortuga negra con
respecto a la tortuga verde.

Karl y Bowen (1999) secuenciaron
1,341 pares de bases de tres loci usados
por Karl ez al. (1992), sin observar que
las tortugas negras analizadas formen un
grupo monofilético distinto al resto de las
Chelonias.

Los trabajos previamente realizados
para definir la situacién taxondémica de la
tortuga negra tienen tamafios de muestra
pequenios (n< 8) para las poblaciones
de Michoacdn donde se encuentran las
principales playas de anidacién para
la tortuga negra. En este trabajo se
incrementé significativamente el tamafio
135), para tener mejor
representada a esta poblacién y realizar un

de muestra (n =

nuevo andlisis para discutir la situacién
taxonémica dentro del género Chelonia.

Materiales y métodos

Las secuencias de la regién control del
ADN mitocondrial empleados para este
andlisis (Tabla 1) son: Cinco haplotipos,
publicados en (Chassin-Noria ez al,
2004) obtenidos en las poblaciones
anidadoras de tortuga negra en la costa
michooacana y wuno publicado por
Dutton et al. (1996) (Pacifico Oriental
Mexicano) (seis haplotipos). Haplotipos
de playas de anidacién del genéro
Chelonia, provenientes de: Dos haplotipos
de colonias del Pacifico central, uno de
colonias del Pacifico occidental, y cuatro
haplotipos encontrados en poblaciones del
Addntico. Se eligié también una secuencia
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de tortuga caguama Cuaretta caretta y
tortuga golfina Lepidochelys olivacea como
grupo externo del género Chelonia.

Con las 14 secuencias seleccionadas
se realizé el alineamiento, con ClustalV
para PC versién 1.7 (Higgins 1991) y
se revisé a ojo sobre la visualizacién de
las secuencias proporcionadas por el
programa GeneDoc para PC versién 2.2.0
(Nicholas ez al., 1997). Este paso es crucial
para el establecimiento de relaciones
filogenéticas, durante este proceso se
forman hipétesis de homologia (tdxica o
transformacional sensu De Luna y Mishler
1996). El alineamiento obtenido se
presenta en la figura 1.

Relaciones de similitud del género
Chelonia

Con el alineamiento mostrado en la Figura
1 se realizé un “bootstrap” (mil replicas)
con SEQBOOT (PHYLIP 3.5 Felsenstein
1993) y posteriormente se generaron las
matrices de distancias genéticas empleando
el programa DNADIST de PHYLIP
3.5 (Felsenstein 1993). Las distancias se
calcularon con el modelo de Kimura de
dos pardmetros con una proporcién de
transicion : transversién de 14:1 propuesto
por Karam (1997). Con las matrices de
distancias se generaron los fenogramas

empleando el algoritmo de NEIGHBOR

de PHYLIP 3.5 (Felsenstein 1993 basado
en el procedimiento “Neighbor Joining” de
Saitou y Nei 1987). Con los fenogramas
obtenidos se realizé un consenso, para
determinar las relaciones de similitud entre
los 15 haplotipos. El drbol obtenido se
edité empleando Treeview versién 1.5.2.

(Page 1990).

Relaciones filogenéticas del género
Chelonia

Para la reconstruccién filogenética se uso
el mismo alineamiento presentado en la
Figura 1. Se realizaron varios anilisis. En
primera instancia una bisqueda heuristica
del cladograma mds parsimonioso usando
Winclada como interfase para Nona
(Nixon, 1999). Posteriormente se realizd
una Bootstrap (mil replicas) con un anilisis
heuristico de cada una de las matrices,
y a partir de los cladogramas obtenidos
se género un cladograma consenso.
Finalmente se le realizé un andlisis para
obtener el indice de decaimiento “decay
index” con SEPAL Versién 1.4. (Salisbury
2001).

Resultados

Las relaciones de similitud del género
Chelonia se presentan en el fenograma de
la Figura 2a. Se observa que los haplotipos
del Pacifico y Addntico se agrupan en

Tabla 1. Haplotipos empleados en la reconstruccidn filogenética, océano de origen y referencia.

!specne !ecuencna Eocallzaagn !uente

he
hf
Chassin-Noria et al.,

Tortuga negra hh Pacifico oriental México 2004
Chelonia agassizii hi (Michoacan)

hm

CA/Dutton Dutton et al, 1996

CMHAW /Nor Norman et al., 1994

Pacifico central Hawai

CMPA/Dutt Dutton et al., 1996

CMJVAa/No Pacifico occidental Java Norman et al.,, 1994
Tortug'fl verde CM2/Encal Atlantico occidental Florida Encalada 1996
Chelonia mydas

CM10/Encal = Atlantico occidental Isla Ascenciéon = Encalada 1996

CM12/Encal @ Atlantico occidental Brasil Encalada 1996

CM13/Encal = Mediterraneo Chipre Encalada 1996
Golfina L. olivacea  Olivacea Grupo externo Dutton et al. 1996
Caguama Caretta Grupo externo Dutton et al. 1996
C. caretta
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Figura 2. a) Fenograma obtenido a partir de las distancias genéticas de Kimura dos parametros entre haplotipos de Chelonia en colonias del Pacifico y Atlantico.
Los niimeros en las ramas representa el porcentaje de aparicion de las mismas en un anélisis de bootstrap (1000 replicas). . b) Fenograma obtenido a partir de las distancias
genéticas entre haplotipos y construido mediante “Neighbor joining”. La escala es en unidades de distancia genética de Kimura.

distintas ramas. Los haplotipos de tortuga negra marcados en gris
se encuentran muy cercanos en distancia con los haplotipos de C.
mydas del Pacifico.

Las relaciones filogenéticas del género Chelonia se presentan
en el cladograma de la Figura 3. Se observa que los haplotipos
de tortuga negra (marcados con rectdngulo gris) forman un
grupo polifilético dentro del clado de poblaciones de C. mydas
del Pacifico central (marcados con rectdngulo de puntos negros
y fondo blanco) y de las poblaciones de C. mydas del Pacifico
occidental (rectdngulo de puntos blancos fondo negro). Aparte,
en otro clado, se encuentran los haplotipos de C. mydas del
océano Atldntico (marcados con rectdngulo de cuadros pequenos
blanco y negro).

Los valores de Indice de consistencia (CI) son una medida
que determina el nivel de homoplasisias en una filogenia, un
indice de consistencia igual a uno representa una filogenia que no
tiene caracteres homopldsicos. El valor de indice de consistencia
obtenido en esta filogenia es bueno (CI > 0.8) (Siebert 1994). Se
ha observado que el valor del indice de consistencia se encuentra
negativamente correlacionado con el numero de taxa terminales
(OTUs) y el nimero de datos. Esto limita su uso particularmente
cuando se pretende comparar este valor obtenido en cladogramas
con distinto nimero de OTUs y caracteres (Siebert 1994).

El indice de retencién es una medida de soporte de los
clados formados con respecto al CI y representa la fraccion de

aparentes sinapomorfias en los caracteres que son retenidas como
sinapomorfias en el cladograma final (Lipscomb, 1998). El indice
de retencién posee la ventaja sobre el indice de consistencia en
el sentido de que los caracteres no-informativos, autapomorfias,
ni simplesiomorfias no lo hacen crecer. El valor obtenido de
indice de retenci6n indica que una alta proporcién (0.85) de las
sinapomorfias en los datos se mantienen como sinapomorfias en
el cladograma.

En el andlisis de decaimiento de la filogenia generada (Figura
4.) se presenta sobre las ramas el nimero de pasos (mutaciones)
que puede relajarse un clado sin colapsarse (Salisbury 1999).
Esto es, si un grupo monofilético estd presente en todos los
cladogramas mayores en 5 pasos con respecto al cladograma mds
parsimonioso, pero no en los cladogramas de 6 pasos, entonces
ese grupo monofilético tiene un indice de decaimiento de 6.
En la figura se observan politomias que no se mantienen si se
aumenta el nimero de pasos.

El cladograma obtenido después de mil replicas bootstrap
(Figura 5) presenta los mismos clados obtenidos en el anilisis
de decaimiento, esta evidencia aunada a los valores de IC, IR,
sugieren que la reconstruccion filogenética es robusta.

. . s
Discusién

En este trabajo se realizaron andlisis fenéticos y cladistas dado que
en las simulaciones realizadas para determinar que metodologia
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Figura 3 Cladograma obtenido de los 15 haplotipos. Largo del cladograma = 103 indice de consistencia
= 0.81 indice de retencién = 0.85. Los circulos negros representan cambios no homoplasicos (sinapomorfias
o autapomorfias) y circulos blancos representan caracteres homoplésicos. Los nimeros arriba de los circulos
representan la posicién en la que se encuentran los cambios, y la letra debajo de las ramas representa el estado

de caracter.

es mds robusta los resultados no son
concluyentes (Hillis ez al., 1994). Algunos
autores han planteado que el desempefio
de los algoritmos es similar en el sentido de
que logran la reconstruccién de la historia
evolutiva con un alto grado de exactitud
(Hillis ez al., 1994), otros autores plantean
que los algoritmos basados en matrices
de distancia (fenéticos) son mds robustos

O Pacifico Oriental (México) tortuga negra

Pacifico Central {Hawai) C. mydas 1

(Sourdis y Nei 1988). Sin embargo
Crisci y Lépez (1983) han planteado
que las relaciones obtenidas con métodos
fenéticos no siempre son congruentes
con las relaciones genealdgicas base de las
especies.

Cuando se trabaja con similitud
para reconstruir la filogenia se corre el
peligro de interpretar de manera errénea
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Figura 4. Cladograma en el que se muestra el analisis de decaimiento. Los niimeros sobre las ramas son los
valores de decaimiento. Las politomias se encuentran agrupando OTUs que no se mantienen al incrementar el

numero de pasos en el arbol.
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las relaciones filogenéticas, dado que no
siempre los individuos mds similares estdn
mds estrechamente relacionados desde
el punto de vista filogenético. Debido a
la existencia de caracteres homopldsicos
resultado de convergencias, paralelismos y
reversiones (Crisci y Lépez 1983).

De los andlisis obtenidos por métodos
fenéticos (figura 2) y cladisticos (figura 3,
4y 5) se puede discutir lo siguiente.

Si la tortuga negra se hubiera
diferenciado como especie independiente
como propone Pritchard (1997, 1999)
se esperarfa que los haplotipos de ésta
se agruparan aparte del resto de los
haplotipos del genero Chelonia, por el
patrén de sinapomorfias constituyendo
un grupo monofilético.

En los cladogramas obtenidos (figura
3,4, 5) yel fenograma (figura 2) se observa
que las tortugas del género Chelonia
del Atldntico y Pacifico se encuentran,
diferentes
manteniendo un patrén congruente con la

efectivamente, en clados
separacion geogréfica de las poblaciones.
Sin embargo no puede observarse un
patrén filogeogrifico perfecto cuando se
observan los haplotipos de las tortugas del
Pacifico.

El resultado del presente andlisis no
apoya la asignacién de especie (sensu
Concepto Filogenético de Especie Cracraft
1989; De Queiroz y Donaghue 1990)
debido a que la tortuga negra forma un
grupo monofilético con los haplotipos de
tortuga verde del Pacifico y los haplotipos
de tortugas verdes del Atldntico se agrupan
en un grupo monofilético distinto. En
la sistemdtica actual no se duda que las
C. mydas de ambas cuencas ocednicas
pertenecen a una misma especie. Una
asignacién de especie independiente a
la tortuga negra requerirfa que esta se
encontrara en un grupo monofilético
independiente separado del grupo de
haplotipos de tortuga verde tanto del
Addntico como del Pacifico. El resultado
respecto a la situacién taxondmica de la
tortuga negra es el mismo en los andlisis
realizados con el método fenético o
cladistico (ver figuras 2, 3, 4y 5).

Actualmente, la
proporcionada  por la
molecular genera una hipétesis de trabajo

evidencia
sistemdtica

que serd mejorada cuando se realice un
andlisis de evidencia total considerando
no sélo datos moleculares, logrando
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Figura 5. Cladograma de consenso estricto de mil bootstrap. Los valores arriba de las clados representa su
porcentaje de aparicion en los mil cladogramas analizados.

entonces, definir la situacién taxondmica
del complejo Chelonia.

Con respecto a la evidencia existente
en contra y en favor de la asignacién de
especie de la tortuga negra se discute a
continuacién lo pertinente para cada una
de ellas.

Pritchard, 1997 indica que C. mydas
y agassizii son simpdtricas en algunas
localidades (Islas Galdpagos y Nueva
Guinea). Esto implica que ambas
“especies” comparten una misma localidad
pero no se reproducen. Sin embargo a la
fecha no existe un estudio en el que se
demuestre que las C. agassizii se apareen
con las C. mydas sin producir descendencia
pero tampoco existe evidencia de que
no lo pueden realizar, por lo tanto este
argumento no es relevante hasta que se
tenga alguna evidencia concreta.

Los trabajos realizados por Figueroa y
Alvarado (1990) y por Kamezaki y Matsui
(1995), presentan evidencia morfoldgica
de forma y tamano del caparazén y créneo
respectivamente. Figueroa y Alvarado
(1990) proponen que la tortuga negra
es una especie, mientras que Kamezaki
y Matzui (1995) la consideran una
subespecie. El trabajo de Kamezaki y
Matzui fue realizado con base a muestras
de siete playas de anidacién, dos del
Addntico y cinco del Pacifico; Alvarado
y Figueroa consideran muestras de dos
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sitios de anidacién, Colola, Michoacdn
en el Pacifico y Tortuguero, Costa Rica
en el Atldntico. Es evidente que hace falta
obtener informacién morfolégica del
drea de distribucién del género Chelonia
para que estos andlisis sean mds robustos.
Informacién molecular de toda el drea
de distribucién del género Chelonia se
encuentra disponible.

El trabajo de Bowen ez al. (1992) ha
sido criticado por los defensores del status
de especie para la tortuga negra (Pritchard
1999) por la aparente incongruencia
obtenida en los drboles de similitud en los
que los haplotipos de Michoacdn son més
similares a los de Omadn del océano Indico
que a los de las Islas Galdpagos. Karl y
Bowen (1999) responden de la siguiente
manera “La informacién genética (y no
la morfoldgica) han vislumbrado el vinico
patron zoogeogrdfico de esta especie que tiene
sentido: la separacion de las poblaciones del
Atldntico-Mediterraneo e Indico-Pacifico en
una escala de un par de millones de arnos.
La similitud de dos colonias ampliamente
separadas (del océano Indico y Pacifico) no
es sorprendente en el contexto de los recientes
estudios que demuestran que las tortugas
marinas cruzan regularmente las cuencas
ocednicas (Bowen et al.,1995)”

Se ha criticado a los trabajos de
molecular con  tortugas
marinas porque en un principio se

sistemdtica
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realizaron  trabajos Unicamente con
DNAmt, pero en la actualidad existen
trabajos con secuencias de marcadores
nucleares (Dutton ez al. 1996; Karl y
Bowen 1999) y la evidencia aportada
por estos trabajos es congruente con el
DNAmt, en el sentido de que la tortuga
negra estd mds estrechamente relacionada
con las tortugas verdes del océano Pacifico
que las tortugas verdes del Pacifico con las
del Adldntico, de manera que no se soporta
la asignacion de especie a la tortuga negra.
Karl y Bowen (1999) proponen que a
la tortuga negra se le considere una especie
geopolitica definida como un grupo de
individuos confinados a un 4rea geogréfica
o politicamente definida que han recibido
el status de especie independientemente de
los criterios, morfoldgicos, genéticos o de
aislamiento reproductivo. Evidentemente,
esta definicién carece de valor biolégico,
pero es relevante si se considera en el
marco de los esfuerzos de conservacién.
Una critica que no se ha realizado en
particular en la discusién de la posicién
taxonémica de esta tortuga es que en
el caso de las filogenias realizadas con
genomas mitocondriales es que es posible
que estemos reconstruyendo un drbol de
genes y no 4rbol de especies (Li 1997).
Sin embargo para evitar este problema se
sugiere usar varios genes, y en los andlisis
moleculares de la posicién sistemdtica
se han empleado genes nucleares y
mitocondriales.
Definir la

conservaciéon  de

importancia para la

una poblacién de
acuerdo con su situacién taxondmica es
inadecuado. A la fecha entre los defensores
y opositores de que la tortuga negra sea una
especie independiente existe consenso con
respecto a que: la tortuga negra es peculiar
en cuanto a composicién genética (sus
haplotipos solo se encuentran en la tortuga
negra) y caracteristicas morfoldgicas y es
posible que esta poblacién se encuentre en
proceso de especiacién. Lo mds importante
sin duda es que preocuparse por la
definicién de la posicién taxondmica de la
tortuga negra es absurdo si esta poblacién
continua disminuyendo en tamano, por lo
que en este caso a estas poblaciones se les
ha de considerar como una prioridad de
conservacién manteniendo los esfuerzos
de conservacién realizados desde hace més
de tres décadas.
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