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RESUMEN

En la region no codificadora (RNC) del DNA mitocondrico (mtDNA) se ha informado la razén de substitucion
intragénica mas rapida de la molécula. En este trabajo, caracterizamos las secuencias de la mitad 5’ de la RNC de
los haplotipos identificados en las colonias de anidacion del suroeste de Cuba de Chelonia mydas y Caretta
caretta, teniendo en cuenta el tipo y sentido de sustitucién nucleotidica, respecto al haplotipo ancestral y los
centros de diversificacion determinados dentro de cada linaje. Los haplotipos de C. mydas pertenecieron a un
sé6lo linaje, mientras que en C. caretta a dos. La mayoria de las sustituciones intraespecificas fueron transiciones,
con balance similar entre purinas y pirimidinas, asi como entre los sentidos de las sustituciones en relacion al
camino mas parsimonioso respecto al ancestro. El mayor porcentaje de estas sustituciones representaron
cambios diagnoésticos para C. caretta respecto a C. mydas. Los porcentajes equitativos de transiciones entre
purinas y pirimidinas, concuerdan con la abundancia de A y T, y con la predisposicién a la conversion de CpG
por el alto porcentaje de metilacion de C. Chelonia mydas presenta una distribucién de mutaciones similar entre
los linajes de la cuenca atlantica a diferencia de C. caretta, porque los de esta ultima no comparten un ancestro
comun. Por consiguiente, entre estos linajes pueden ocurrir homoplasias y fijarse un mayor numero de
mutaciones, apareciendo transversiones e indels diagnésticos de linajes en la medida en que aumentan las
distancias evolutivas entre éstos.
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ABSTRACT

Inside mitochondrial DNA (mtDNA), Non Coding Region (NCR) has been reported to have the fastest intragene
substitution rate. We considered the type and direction of nucleotide substitution regarding the ancestor
haplotype and the diversification centers inside each lineage. sequences of the 5' half from NCR were
characterized in identified haplotypes from southwestern Cuba rookeries of Chelonia mydas and Caretta caretta.
C. mydas haplotypes only belonged to one lineage, while C. caretta’s belonged to two lineages. Most of the
intraspecific substitutions were transitions, with similar balance between purines and pyrimidines, as well as
among the substitutions directions in relation to the most parsimonious way regarding the ancestor. A higher
percentage of these substitutions represented diagnostic changes for C. caretta compared to C. mydas.
Equitatives percentages of transitions between purines and pyrimidines agreed both with the abundance of A and
T, and with the bias to the conversion of CpG and, due to the high percentage of metilation of C. C. mydas,
showed a similar distribution of mutations among Atlantic basin lineages. On the contrary, C. caretta did not
showed the same behavior because their lineages did not share a common ancestor. Consequently, homoplasies
may occur among these lineages and a higher number of mutations may be fixed, appearing then lineages’s
diagnostic transversions and indels while their evolutionary distances increases.

Key words: mtDNA; mutations; Caretta caretta, Chelonia mydas; ASW, Cuba

El DNA mitocondrico (mtDNA) ha sido usado con
frecuencia para dilucidar identidades poblaciona-
les y caminos evolutivos de linajes de animales por
poseer un conjunto de caracteristicas especificas
entre las que se encuentran: 1) herencia materna
en asociacion con la falta de recombinacion, y 2)
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rapida razon de divergencia por mutacion. Como
consecuencia, las frecuencias de los genotipos de
mtDNA estan mas fuertemente influenciadas por
los efectos de la deriva genética y los cuellos de
botella poblacionales (Karl et al., 1992), por lo que
puede actuar como un excelente identificador de
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los patrones de colonizacién, incluyendo los
eventos fundadores y los caminos evolutivos de los
linajes (Avise et al., 1984; Harrison, 1988).

En la region no codificadora (RNC) se ha informado
la razén de substitucion intragénica mas rapida
de la molécula en el intervalo de 2.8 (Cann et al.,
1984), v 5 veces (Aquadro y Greenberg, 1983) la
razon del resto del mtDNA. Debido a esta alta
variabilidad, la divergencia de esta region ha
proveido informacion util para la identificacion de
linajes (Cavalli-Sforza et al., 1994).

En general, el genoma mitocondrico de tortugas se
caracteriza por bajas tasas de evolucion y
diversidad inusuales con respecto a los demas
vertebrados (Avise et al, 1992). En el caso
particular de C. mydas, Encalada et al. (1996)
informan una razén evolutiva para la RNC del
mtDNA de 0.012 - 0.024 sustituciones por sitio
por millon de afios, basados en el reloj molecular
calibrado con RFLP en 0.2 — 0.4% de divergencia
por millébn de afos para Testudines (Avise et al,
1992; Bowen et al.,, 1993). La RNC de C. mydas
tiene una longitud de ca. 981 pb aproxima-
damente, flanqueada por los genes de tRNA Thr y
Pro (Kumazawa y Nishida, 1999). Contiene una
region hipervariable de aproximadamente 640 pb,
tres secuencias conservadas: CSB-1, CSB.2 y CSB-
3 de 23, 15 y 17 pb respectivamente, asi como un
grupo de repeticiones del dinucle6tido TA, que
abarca alrededor de 50 pb. La RNC del mtDNA de
C. caretta varia en longitud desde 1230 hasta 1630
pb aproximadamente, y tiene una estructura
similar a la de C. mydas (Laurent et al., 1998).
Considerando la razén evolutiva para la RNC del
mtDNA de C. mydas segun Encalada et al. (1996),
Bowen et al. (1993) y Avise et al. (1992), se han
analizado los tiempos de divergencia de secuencias
de C. caretta (Encalada et al., 1998).

Adicionalmente, la composicién de la secuencia se
ha tenido en cuenta para determinar el modelo de
distancia a seguir considerando las proporciones
entre A+T y C+G, y entre los tipos de mutaciones
(Lahanas et al.,, 1994; Encalada et al, 1996 y
1998; Laurent et al., 1998; Formia et al., 2002a y
b; Bjorndal et al., 2005). En el presente trabajo se
caracterizaron las secuencias de los haplotipos
identificados en las colonias de anidacion de C.
mydas y C. caretta del suroeste de Cuba en dos
escenarios: 1) dentro de cada linaje y 2) dentro de
las colonias de anidacién, que al menos
compartieron un haplotipo con las cubanas. Para
lo cual se determinaron los centros de diversifica-
cion, el haplotipo ancestral dentro de cada linaje,
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el tipo y sentido de sustitucion nucleotidica
respecto a cada haplotipo ancestral, asi como los
sitios polimorficos (SPs) persistentes en las colo-
nias de anidacion.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

Las muestras analizadas en este trabajo se
tomaron en C. caretta acorde a Ruiz et al. (2008) y
en C. mydas en la Peninsula de Guanahacabibes
(playa Antonio [21°91'N; 84°65°0]; playa Caleta de
los Piojos [21° 82'N; 84°87°’0] y Archipiélago de los
Canarreos (Cayo Real [21°58’N; 83°36’0]) en Cuba.

Obtencion y procesamiento de las muestras

Se colectaron, en playas de anidacién del suroeste
de Cuba, muestras de tejido correspondientes a
embriones de nidos diferentes, concomitantes en el
estadio de desarrollo: C. mydas — tres en playa
Antonio y catorce en playa Caleta de los Piojos
durante la temporada de anidacion del afio 2000 y
once en Cayo Real en agosto de 1998; C. caretta
segun Ruiz et al. (2008). A partir de estas muestras
se obtuvieron secuencias parciales de la RNC del
mtDNA empleando la metodologia descripta en
Ruiz et al. (2008).

Las secuencias obtenidas en las colonias de
anidacién del suroeste cubano fueron identificadas
y caracterizadas a través del alineamiento con los
haplotipos que tipifican el linaje restringido al
hemisferio Norte [B] para C. mydas: CM-Al, 2, 4, 8
— 18 (Encalada et al., 1996), numeros de acceso en
el GenBank: Z50124, Z50125, Z50126, 2501350 -
40; CM-A3 (Allard et al., 1994), nuimero de acceso
en el GenBank: M98394; CM-A22 (Bass y Witzell,
2000), numero de acceso en el GenBank:
AF366251; CM-A23 34 (Bjorndal y Bolten,
inscritos en el GenBank 2001), nameros de acceso
en el GenBank: AF366252 — 63; CM-A35 - 46 y 50
— 53 (Formia, inscritos en el Archie Carr Center);
CM-A49 (Bagley, 2003); CM-A54 (Meylan, inscrito
en el Archie Carr Center) y CM-A55 (Naro-Maciel et
al., 2007), numero de acceso en el GenBank:
DQ294212, utilizando el programa Clustal X 1.8
(Thompson et al., 1997). Para esta seleccion se
consider6 la disyuncién genética entre los linajes
de C. mydas de las cuencas Atlantica e
Indopacifica (Bowen et al, 1992), y la existente
entre los linajes del Caribe occidental - Mar
Mediterraneo [B] con respecto a los del Caribe
oriental — Atlantico Sur [A] (Encalada et al., 1996).
Los alineamientos se rectificaron visualmente. Para
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C. caretta el alineamiento fue hecho siguiendo los
criterios expuestos en Ruiz et al. (2008).

La numeraciéon de los sitios polimérficos (SPs) se
realizo tomando como referencia la primera base
de la mitad 5’ de la RNC del mtDNA [C. mydas
segin Kumazawa y Nishida (1999); C. caretta
segin Laurent et al. (1998)]. En el caso en que
existi6 un indel de mas de una base, el SP se
identificé con el nuimero correspondiente al primer
nucleotido, manteniendo en el proximo SP una
correspondencia entre la numeracion del
nucleotido de la secuencia original y el SP en
cuestion. La posicion de los haplotipos de las
colonias de anidaciéon del suroeste cubano fue
dilucidada mediante la construcciéon de un arbol
con las menores mediciones entre los haplotipos
del linaje (Rohlf, 1973). Las mutaciones en los SP
se clasificaron acorde al tipo de sustitucion,
determinandose el sentido respecto al haplotipo
ancestral y su frecuencia. Los sitios polimoérficos
Unicos de cada especie fueron considerados
diagnésticos de haplotipos. Los cambios no repeti-
dos dentro de un linaje, pero fijados en el otro, se
consideraron como diagnosticos de haplotipos
dentro de cada linaje. Los cambios fijados dentro
de cada linaje fueron considerados como diagnés-
ticos entre linajes. En aquellos linajes donde hubo
mas de un centro de diversificacién se conté la
cantidad de cambios de cada haplotipo, respecto al
haplotipo mas interno, y con mayor numero de
conexiones de cada centro de diversificacion. La
dependencia entre el numero y el tipo de cambio
(interno o externo) se determiné mediante un X2
(Sokal y Rohlf, 1981), corregida con el procedi-
miento de Bonferroni (Rice, 1989) con 1000
simulaciones (Roff y Bentzen, 1989), a través del
programa CHIRXC (Zaykin y Pudovkin, 1993).

RESULTADOS.
Chelonia mydas

Los haplotipos encontrados en el suroeste de Cuba
pertenecieron al linaje B (Fig. 1). Se informan tres
nuevos haplotipos endémicos para las colonias de
anidacion cubanas, designados como CM-A48, 56
y 57, acorde con la nomenclatura propuesta por el
Archie Carr Center for Sea Turtle Research,
inscritos en el GenBank con los numeros de
acceso: AJ543730, AJ543732 y AJ543735. Otros
dos haplotipos (CM-A27 y 28; inscritos en el
GenBank, 2001), encontrados en la colonia de
anidacion de la peninsula de Guanahacabibes,
también podrian ser endémicos si sus descriptores
(Bjorndal y Bolten) los encontraron en un area
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marina de agregacién. Solamente uno de los
haplotipos endémicos (CM-A48), presente en areas
de desarrollo de la Florida (Bagley, 2003), fue
compartido entre las dos colonias de anidacién del
suroeste de Cuba.

Los cinco haplotipos encontrados en las colonias
de anidacion del suroeste cubano estuvieron
interconectados en una red donde existieron uno o
dos cambios por pares de haplotipos vecinos (ver
Fig. 1), respecto a los dos haplotipos mas distribui-
dos y mejor representados (CM-Al y 3; i e,
centros de diversificacion) en el linaje y en las
colonias de anidacion del Gran Caribe (Encalada et
al., 1996). El niumero de cambios existentes entre
los haplotipos del linaje respecto a los haplotipos
CM-A1l y 3, considerando el camino mas parsimo-
nioso, fue independiente del centro de diversifi-
cacion (X24= 5.67, p= 0.24). Cuando fueron
discriminados los cambios con respecto a la posi-
cién (interna o externa) de los haplotipos, tampoco
se encontr6 dependencia en el niumero de cambios
entre los haplotipos internos y los centros de
diversificaciéon (X24= 0). Sin embargo, se encontr6
dependencia en el numero de cambios entre los
haplotipos externos y los centros de diversificacion
(X2@= 9.52, p= 0.03), siendo mas frecuente un
cambio respecto a CM-A3 y dos respecto a CM-Al.
Por consiguiente, designamos a CM-Al como
haplotipo ancestral del linaje B. Un tercer centro
de diversificacion fue encontrado alrededor del
haplotipo 13 del Mediterraneo.

Del total de sustituciones (31), aproximadamente
el 94% fueron transiciones repartidas con mayor
frecuencia entre los 350 y 400 pb (Fig. 2b), excepto
entre los 300 y 350 pb, existiendo un balance
similar de purinas y pirimidinas, asi como de los
sentidos de las sustituciones en relaciéon al camino
mas parsimonioso respecto al ancestro CM-Al:
T—-C (6) y C-»T (8); A—»G (7) y G—A (8). Las
restantes sustituciones correspondieron a una
transversion en el SP 365, que también constituyo
una transicién para otras relaciones, y a un indel
de seis pb (CAATGG) en el SP 470. A su vez,
aproximadamente el 32% de estas sustituciones
representaron cambios diagnésticos para los
haplotipos. La transversion y la insercién antes
mencionadas lo fueron de CM-A14 y 48 respectiva-
mente, mientras que las transiciones (8) en los SPs
39, 166, 172, 184, 357, 374, 438 y 459 lo fueron
de CM-A31, 34, 2, 15, 29, 22, 30 y 54 respectiva-
mente. De éstas, las sustituciones entre purinas y
pirimidinas estuvieron en proporciéon 5:3. El
sentido de las sustituciones diagnosticas, en
relacién al camino mas parsimonioso con respecto
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Fig. 1. Dendrograma no enraizado de maxima parsimonia basado en las diferencias nucleotidicas por pares
de haplotipos de linajes de C. mydas en la cuenca atlantica. El analisis se bas6 en haplotipos de la RNC del
mtDNA (ca. 493 pb). Circulo, indica al iésimo haplotipo; a rayas, haplotipos de origen desconocido; # fuera
del circulo representa una mutacion (transicién), con un cuadrado una transversion, con una x un indel, y
con un asterisco (*) un cambio diagnéstico. Haplotipos: CM-A1l, 2, 4, 8 — 18 (Encalada et al., 1996); CM-A3
(Allard et al., 1994); CM-A22 (Bass y Witzell, 2000); CM-A23 - 34 (Bjorndal & Bolten, inscritos en el
GenBank 2001); CM-A35 - 46 y 50 — 53 (Formia, inscritos en el Archie Carr Center); CM-A48, 56 y 57
(Espinosa et al., inscritos en el GenBank 2003); CM-A49 (Bagley, 2003); CM-A54 (Meylan, inscritos en el
Archie Carr Center); CM-AS5 (Naro-Maciel et al., 2007).

al haplotipo ancestral, fue diferente, en las
transiciones de pirimidinas: T—C (3) y C-T (0);
A—G (3) y G—A (2).

Entre los haplotipos correspondientes a las
colonias de anidacién del Gran Caribe y el sureste
de la Florida se determiné un maximo de 17 SPs
(Tabla 1). Estos SPs fueron clasificados en 15
transiciones, una transversion en la posicion 284 y
el indel anteriormente mencionado en la posiciéon
470. La transversion pertenecié al haplotipo CM-
A5, raro para la colonia de anidacion de Quintana
Roo. Este cambio y las transiciones de las
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posiciones 431 y 433, constituyeron SPs diagnés-
ticos entre los linajes de la cuenca atlantica. En la
muestra del suroeste cubano so6lo persistieron 4
SPs (93, 149, 250 y el indel).

Para el otro linaje, que no esta representado en las
colonias de anidacién cubanas, el mayor porcen-
taje de mutaciones también estuvo representado
por transiciones repartidas, con mayor frecuencia,
entre los 150 y 500 pb (Fig. 2a) excepto entre los
300 y 350 pb. Las transversiones y los indeles se
encontraron sélo entre 350 y 500 pb.
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Tabla 1. Polimorfismo en la mitad 5’ de la RNC del mtDNA (ca. 490 pb) de C. mydas, determinado en
colonias de anidacion del Gran Caribe. La numeracion de los sitios polimérficos se realiza tomando como
referencia la base 1 de la region de control del mtDNA (Kumazawa y Nishida, 1999). +, indel de CAATGG.
Haplotipos: CM-Al — 4 (Allard et al., 1994); CM-AS5 (Lahanas et al.,, 1994); CM-A15 - 18 (Encalada et al.,
1996); CM-A27 y 28 (Bjorndal & Bolten, inscritos en el GenBank 2001); CM-A48, 56 y 57 (inscritos en el
GenBank 2003 por los autores).
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Fig. 2. Distribucion de mutaciones en linajes de la cuenca atlantica de C. mydas. El analisis se bas6 en
haplotipos de la RNC del mtDNA (ca. 493 pb). Transicién, lineas inclinadas a la izquierda, por debajo de
una linea negra continua y gruesa; Transversion, lineas inclinadas a la derecha; indel, a cuadros; cambios
diagnésticos de haplotipo y de haplotipo dentro de linaje en rojo y rojo y negro respectivamente; cambios
diagnoésticos entre linajes en lineas negras oscuras.
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Caretta caretta

Los haplotipos encontrados en el suroeste de Cuba
pertenecieron a dos linajes [A y B] (Fig. 3), i.e. CC-
Al, 2, 8, 10, 12 y 14. El1 CC-A12, informado para
las areas de forrajeo de Azores y Madeira segin
Bolten et al. (1998), resulté ser endémico de la
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Fig. 3. Dendrograma no enraizado de maxima
parsimonia basado en las diferencias nucleotidicas
por pares de haplotipos de linajes de C. caretta en
la cuenca atlantica. El analisis se basé en
haplotipos de la RNC del mtDNA (ca. 380 pb).
Circulo, indica al iésimo haplotipo - a rayas,
haplotipos de origen desconocido; # fuera del
circulo representa una mutacion (transicién), con
un cuadrado una transversion, con una x un indel,
y con un asterisco (*) un cambio diagnéstico dentro
de cada linaje. Haplotipos: CC-Al — 10 (Encalada
etal., 1998); CC-All - 17 (Bolten et al., 1998); CC-
A18 (Bass et al.,, 2004); CC-A26 — 32 (Carreras et
al., 2006); CC-A37 y 40 (Roberts et al., 2005); CC-
A44 (Reece et al.,, 2006); CC-A48 (Laurent et al,
1998); CC-A19 - 23, 24 y 25, 36 y 41, 42, 43, 45,
49 y 50 segun Bowen, Bass, Bolten, Carreras,
Shamblin, Mazzarella, Monzon, Roberts y Casale
respectivamente (inscritos en el Archie Carr
Center).
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Los haplotipos encontrados en las colonias de
anidacion del suroeste cubano estuvieron
interconectados, dentro de cada linaje, en una red
donde aparecieron uno o dos cambios por pares de
haplotipos vecinos (ver Fig. 3) respecto a los dos
haplotipos mas distribuidos y mejor representados
(CC-Aly 2; i. e, centros de diversificacion) de cada
linaje, y en las colonias de anidacion del Gran
Caribe y Este de USA (Encalada et al., 1998). En el
linaje A hubo tres centros de diversificacion
alrededor de los haplotipos CC-Al, 11 y 4, con
mayores probabilidades de ancestria para el caso
de los dos primeros centros de diversificacion. El
numero de cambios entre los haplotipos de este
linaje respecto a los haplotipos CC-Al y 11,
considerando el camino mas parsimonioso, fue
dependiente del centro de diversificacion (X23=
14.79, p< 0.001). Cuando se realiz6 un analisis
similar al anterior, discriminando los cambios
respecto a la posicion (interna o externa) de los
haplotipos, no se encontré6 dependencia para el
numero de cambios entre los haplotipos internos y
los centros de diversificacion (X2p= 0). Sin
embargo, se encontré dependencia en el numero
de cambios existentes entre los haplotipos externos
y los centros de diversificacion (X2%3= 19.33, p<
0.001), siendo mas frecuente un cambio respecto a
CC-Al y dos respecto a CC-Al1l. Por consiguiente,
designamos a CC-All como haplotipo ancestral
del linaje A. En el linaje B s6lo existi6 un centro de
diversificacion alrededor del haplotipo CC-A2, lo
cual simplifico su designacion como haplotipo
ancestral del linaje.

Del total de sustituciones del linaje A (14),
aproximadamente el 88% fueron transiciones,
repartidas con mayor frecuencia entre los 150 y
350 pb (Fig. 4a), con igual balance de purinas y
pirimidinas, pero con variaciones en el sentido de
las sustituciones en relaciébn al camino mas
parsimonioso respecto al ancestro CC-All: T—C
4) y C-T (2); A-G (4) y G—A (2). Las restantes
sustituciones correspondieron a dos transver-
siones en los SPs 150 y 205. A su vez, aproxima-
damente el 64% de estas sustituciones estuvo
representado por cambios diagnésticos para los
haplotipos. Las transversiones antes mencionadas
lo fueron de CC-A23 y 47, mientras que las
transiciones (7) en los SPs 189, 199, 229, 246,
280, 294 y 320 lo fueron de CC-A21, 24, 37, 27,
17, 22 y 41 respectivamente. De éstas, las
sustituciones entre purinas y pirimidinas aparecie-
ron en proporciébn 3:4. El sentido de las
sustituciones diagnésticas, en relacién al camino
mas parsimonioso con respecto al haplotipo
ancestral, fue diferente entre las transiciones de
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Fig. 4. Distribucién de mutaciones en linajes de la cuenca atlantica de C. caretta. El analisis se basé en
haplotipos de la RNC del mtDNA (ca. 380 pb). Transicién, representadas en lineas inclinadas a la
izquierda, por debajo de una linea negra continua y gruesa; Transversion, lineas inclinadas a la derecha;
indel, a cuadros; cambios diagnosticos de haplotipo y de haplotipo dentro de linaje en rojo y rojo y negro
respectivamente; cambios diagnosticos entre linajes en lineas negras oscuras o reticulos en blanco y negro.

purinas: T-C (2) y C-T (2); A—»G (3) y G—A (0).
Dos de estas transiciones (SPs 189 y 320) se
fijaron en al menos uno de los otros linajes. Para el
linaje B, del total de sustituciones (39), aproxima-
damente el 82% de las mutaciones se correspondio
con transiciones repartidas, con mayor frecuencia
entre los 150 y 500 pb (Fig. 4b) excepto entre los
300 y 350 pb. La mayor parte de las transiciones
han ocurrido entre purinas respecto a pirimidinas,
con similar balance entre los sentidos de las
sustituciones en relacién al camino mas parsimo-
nioso respecto al ancestro CC-A2: T—C (6) y C—T
(6); A>G (9) y G—A (11). Las restantes sustitu-
ciones correspondieron a cuatro transversiones y
dos indeles en los SPs 435 y 471-3, y 431 y 473
respectivamente. A su vez, el 44% aproximado de
estas sustituciones representé cambios diagnoés-
ticos para los haplotipos. Las transversiones antes
mencionadas lo fueron de CC-A40 y 18, el indel en
el SP 473 lo fue de CC-A5, mientras que las
transiciones (11) en los SPs 142, 172, 173, 268,
271, 272, 320, 365, 369, 393, 423 y 428, lo fueron
de CC-A20, 30, 63, 44, 8, 26, 31, 48, 19, 50, 28, y
29 respectivamente. De éstas, las sustituciones
entre purinas y pirimidinas estuvieron en
proporcion 5:7. El sentido de las sustituciones
diagnésticas en relacion al camino mas
parsimonioso con respecto al haplotipo ancestral
fue diferencial entre las transiciones de purinas y
pirimidinas: T—-C (5) y C-T (2); A—»G (1) y G—A
(4). Cuatro de estas transiciones (SPs 142, 173,
271 y 369) se fijaron en al menos uno de los otros
linajes (Fig. 4a 'y b).
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Entre los haplotipos correspondientes a las
colonias de anidacién del Gran Caribe y el sureste
de USA se determin6 un maximo de 26 SPs (Tabla
2). Estos SPs fueron clasificados en 22 transicio-
nes, una interna dentro del indel 465 en la
posicion 468 y otros cuatro indels. Los indels de
las posiciones 163, 304 y 465 constituyeron SPs
diagnosticos entre los linajes representados, al
igual que las transiciones de las posiciones 145,
147, 163, 214, 340, 356, 424 — 427, y 437. Los
SPs 320 y 369 pudieron ser diagnoésticos entre
linajes, pero constituyeron transiciones diagnos-
ticas de los haplotipos CC-A19 y 31 pertenecientes
al linaje B. En la muestra del suroeste cubano
persistieron la generalidad de los sitios polimor-
ficos, menos los SPs 206, 298, 422 y el diagnostico
473.

DISCUSION

El alto porcentaje de transiciones encontrado en
las secuencias parciales de la primera mitad de la
RNC del mtDNA, ha sido informado para C. mydas
(Lahanas et al.,, 1994; Encalada et al., 1996), C.
caretta (Encalada et al.,, 1998; Laurent et al., 1998)
y otras especies marinas (Brown et al.,, 1993), y
particularmente para la RNC del mtDNA en
pongidos (Brown et al., 1982), el hombre (Tamura
y Nei, 1993) y en roedores (Brown et al., 1986).
Una proporcion similar también ha sido informada
para el DNA nuclear y para pseudogenes en varias
especies (Graur y Li, 2000). Existen dos vias
principales por las cuales ocurren las mutaciones
puntuales (Topal y Fresco, 1976). En la primera,
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Tabla 2. Polimorfismo en la mitad 5’ de la region de control del mtDNA (ca. 380 pb) de C. caretta,
determinado en colonias de anidacién del Gran Caribe y el sureste de USA. La numeracion de los sitios
polimérficos se realiza tomando como referencia la base 1 de la regién de control del mtDNA (Laurent et al.,
1998) +, indel de GCAAGT, con una transicién interna en el SP 468. Haplotipos: CC-Al — 10 (Encalada et
al., 1998); CC-Al11 - 14 (Bolten et al., 1998); CC-A20 (Bowen, inscrito en el Archie Carr Center).

Sitios polimorficos

o)
§ NN d ® ®m o © ¥ 4 N © O O % © oo ¥ N ST O~ N~ 1 o o™
g 3 338835 IR IRV eI B8 s ¢ 9 97 7 32 8 95
CC-Al T G T T T A G A A CGGTCTCGTCA - A AT A C - A
CC-A2 c ACC - GG A GTAGTTATGGAGT CGT + A A
CC-A3 c ACC - GGAGTAATTATGGAGTC CGT + A A
CC-A5 c ACC - GGAGTAGTTATGGAGTCGT + A -
CC-A7 c ACC - GG A GTAGTTATGGGGTC C G T + A A
CC-A8 c ACC - GGAGCAGTTA AT GG GAGT CGT + A A
CC-A9 c ACT - GG GGTAGTTATGGAGT CGT + A A
ccAo C A C C - GG A GTAGTTATGGAGT CGT + G A
ccAalzt T G T T T A G A ACA G CCGTCA - A AT A C - A
ccAl2 C A CC - A GAGTAGTTATGGAGT CGT + G A
ccAl3 C A CC - GA A GTAGTTATGGAGT CG T + A A
CCA4 T G T T T A A A A C A G CUCACA A - A AT A C - A
ccAa20 T ACC - GG A GTAGTTATGGAGTCG T + A A

las transiciones devienen de asociaciones erroneas
de purina - pirimidina, y pueden ocurrir en
cualquier cadena. En la segunda, las
transversiones devienen de asociaciones erroneas
purina — purina, y sé6lo pueden ocurrir si la purina
reside en la cadena molde. Por consiguiente, si la
transversion tiene baja probabilidad de ocurrencia,
entonces, cuando aparece, debe ser diagnostica
como ocurre en el haplotipo CM-A36 y entre linajes
de C. mydas y en los haplotipos CC-A18, 23, 40 y
47 de C. caretta.

Los porcentajes equitativos de transiciones de
purinas y pirimidinas encontrados en estas
tortugas marinas concuerdan con la abundancia
de Ay T, y con la predisposiciéon a la conversion de
CpG. La desproporcién entre las sumas de Ay T
respecto a G y C ha sido informada previamente
para C. mydas por Lahanas et al. (1994) y para
otras especies marinas (Saccone et al, 1987;
Arnason et al.,, 1993; Brown et al., 1993; Sang et
al., 1994). En pseudogenes, la riqueza de Ay T en
la region no codificadora ha concordado con la
tendencia al cambio de C y G a T y A
respectivamente. Este fenémeno también puede
ocurrir en la RNC del mtDNA porque no esta sujeta
a una restriccion funcional (Graur y Li, 2000). La
transicion de C a T puede facilitarse a través de la

conversion de residuos de C metilada a residuos de
T por desaminacion, la cual ha sido mas frecuente
en CpG por el alto porcentaje de metilacion de C
(Razin y Riggs, 1980). Como consecuencia, y
considerando la selectividad neutral sobre gran
parte de esta regién, aumenta la probabilidad de
transiciones recientes en las bases mas
abundantes (A y T). Por otro lado, la abundancia
de A y T ha sido un resultado de la predisposicién
historica a la conversion de CpG. Entonces se
cumplen las dos igualdades for= foa y frc= fac. Por
esta razon, los cambios diagnésticos encontrados
en los haplotipos de C. mydas y C. caretta son
consecuencia de transiciones, generalmente en los
sentidos A—G y T—C. Estos cambios concomitan
con la edad del haplotipo, y su frecuencia se
relaciona con la riqueza del contenido de A y T mas
que con la predisposicion a la conversion de CpG.

En C. mydas se infiere que el indel correspondiente
al SP 470 es una insercion porque no se presenta
en el haplotipo ancestral, y su frecuencia es
exclusiva de un solo haplotipo derivado en el linaje
B. Otras dos inserciones han sido informadas para
el mismo SP en haplotipos del linaje A de esta
especie: CM-A7, como una repeticion en tandem de
diez pb [CCTTTGGTTG] (Lahanas et al., 1994); CM-
A25 y CM-A42, como repeticiones de diez
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[CAATGGGTTG] y cuatro [CAGG] pb (Formia y
Bruford, 2002). Estas inserciones sé6lo han sido
encontradas en uno y dos individuos respecti-
vamente. Consecuentemente, el haplotipo CM-A7
es considerado como raro (Lahanas et al, 1994).
Esta adicion presente en el haplotipo CM-A7
también ha sido encontrada en los haplotipos CM-
PEl y 2, endémicos y bien representados en un
linaje del Pacifico dentro del Atolon de la
Micronesia (Moritz et al., 2002). En esta misma
posicion se ha informado otra repeticion en
tandem para el haplotipo EI-A25 de E. imbricata
(Diaz-Fernandez, 1999) del linaje “Caribe B”
(Okayama et al., 1999). En C. caretta también se
infiere que los indels correspondientes a los SPs
431 y 473 del linaje B son inserciones porque
tampoco se presentan en el haplotipo ancestral y
ocurren en solo tres haplotipos del linaje. Otro
indel en la posicion 163, no informado por ser
diagnéstico entre los linajes de la cuenca atlantica,
también constituye una adicién para el linaje A
porque no se comparte con el linaje naturalmente
emparentado del Pacifico. Sin embargo, los indels
de uno y seis pares de bases en los SPs 404 y 465,
tampoco informados, no pueden clasificarse
porque sOlo se presentan en el linaje B. Las
duplicaciones en el mtDNA han tenido una
distribucién geografica y filogenética restringida
también en otras especies y se propone que estas
duplicaciones tienen una vida corta en relacion a
la escala de tiempo evolutivo (Moritz y Brown,
1987). Otra insercion de diez pb se encuentra en la
secuencia del haplotipo CM-A25 de C. mydas
(Bjorndal y Bolten, inscrito en el Archie Carr
Center for Sea Turtle Research). En C. mydas y E.
imbricata son frecuentes las repeticiones
nucleotidicas continuas en los 30 pb antecesores a
la insercién. También ocurre en las antecesoras a
las adiciones y al indel de seis pares de bases del
linaje B de C. caretta. Estas areas son ricas en GT.

En microsatélites de otras especies, la aparicién de
nuevas variantes genéticas ha sido explicada por el
mal apareamiento de las bases, provocado por el
deslizamiento de la cadena durante la replicacion
en areas ricas en GT (Goldstein y Schlotterer,
1999). En levaduras se ha observado, que la
enzima incrementa la frecuencia de mutaciones en
tramos con abundancia de GT (Strand et al,
1993). Adicionalmente, en fragmentos de secuen-
cias con repeticiones se han incrementado las
mutaciones puntuales de 130 — 240 veces, porque
la DNA polimerasa 6 (delta) pierde la capacidad de
corregir errores (Morrison et al, 1993). Por
consiguiente, la presencia de indels en C. mydas y
C. caretta podria ser mas probable en un area
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especifica de la RNC con repeticiones, y su
composicion deberia también ser similar. De hecho
una de estas inserciones es comun en linajes
alopatridos de C. mydas de las cuencas atlantica y
pacifica. La frecuencia significativa de los
haplotipos endémicos que portan las inserciones
en C. mydas, tanto en las colonias del suroeste
cubano como en la Micronesia, es otra evidencia de
que en las islas pueden fijarse variantes raras
durante las fluctuaciones demograficas, y cambiar
sus frecuencias por accion de la deriva genética en
ausencia de migraciones significativas.

C. mydas presenta una distribuciéon similar de
mutaciones entre los linajes de la cuenca atlantica
a diferencia de C. caretta, especie en la que
predominan los cambios diagnoésticos de forma
general (de haplotipos, haplotipos dentro de linajes
y entre linajes; ver Figs. 2 y 4). Los linajes de la
cuenca atlantica de C. caretta no estan
relacionados naturalmente, es decir, no comparten
un ancestro comun como sucede en C. mydas. Por
consiguiente, entre estos linajes pueden ocurrir
homoplasias y fijarse un mayor numero de
mutaciones, apareciendo transversiones e indels
diagnosticos de linajes en la medida en que
aumenten las distancias evolutivas entre éstos
como sucede en roedores (Brown et al., 1986). A mi
juicio, este argumento ha sido la tnica razéon
sélida para explicar el por qué hay mayores
cambios, incluso transversiones etc. en C. caretta
respecto a C. mydas. Realmente estos mecanismos
de distribucion (vicarianza en C. mydas y
vicarianza y dispersion en C. caretta son la causa
del curso y tipo de mutaciones respecto al ancestro
mas cercano. Adicionalmente, cualquier fuerza
evolutiva que actie sobre cualquier sitio
nucleotidico afectara la historia de la molécula
completa, por lo que la fijacibn de una mutacion
ventajosa por seleccion, puede causar la fijacion de
otros polimorfismos a través del proceso de
coadaptacion (Wallace 1991). El hecho de que
exista una variacion clinal de los haplotipos mas
distribuidos y representados en los linajes de C.
caretta (Ruiz et al., 2008) podria estar asociada a
una influencia climatica de la latitud, a pesar de
que se asume neutralidad para la RNC.

En vertebrados exotérmicos la razén de sustitucién
promedio es mas baja que en endotermos de
semejante tamano (Martin y Palumbi,1993), y en
invertebrados, haplogrupos de Drosophila son
dependientes de la temperatura (Doi et al.,, 1999).
Razones por la que no debe asumirse una misma
razon de mutacion para calibrar el reloj molecular
de cada especie (Ballar y Rand, 2005).
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