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GLOSARIO

ADN: El ADN, o 4cido desoxirribonucleico, es el material que contiene la informacion hereditaria

en los humanos y casi todos los demas organismos.

Buffer o tampén: Es una mezcla en concentraciones relativamente elevadas de un acido débil y

su base conjugada, es decir, sales hidroliticamente activas.

Espectrofotometria: Es una técnica analitica utilizada para medir cudnta luz absorbe una
sustancia quimica, midiendo la intensidad de la luz cuando un haz luminoso pasa a través de la

solucion muestra

Extraccion de ADN: Consiste en la separacion y purificacion del ADN con el fin de poder

estudiarlo, analizarlo o manipularlo.

Gradiente: Es una serie de vectores asociados a determinados puntos del espacio (campo

vectorial), que indican cudles son las direcciones de mayor cambio en un campo escalar

Lisis celular: Proceso de ruptura de la membrana celular de células o bacterias que produce la

salida del material celular.

Precipitacion: Proceso de obtencion de un solido a partir de una disolucion.

Preservante: Sustancia que estabiliza las células e impide la degradacion y liberacion del ADN

genomico celular.

Quelante: Que tiene la propiedad de combinarse con los iones positivos bivalentes y trivalentes,

formando complejos estables, desprovistos de toxicidad.

Solvente organico: Es un compuesto, generalmente liquido, que contiene carbono y que posee la

caracteristica de disolver otras sustancias
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1. RESUMEN
La identificacion post-mortem de especies de tortugas marinas se lleva a cabo normalmente
mediante la observacion externa de los individuos que cumplen con claves morfoldgicas tnicas.
Sin embargo, la categorizacion de estos criterios muchas veces estd sujeto a errores o vacios por
la falta del cumplimiento de requisitos minimos de identificacion. El desarrollo de innovaciones
en tecnologias moleculares, métodos estadisticos y herramientas genéticas han contribuido de

manera significativa en aspectos de la biologia y manejo de la conservacion de tortugas marinas.

El presente estudio tiene como objetivo comparar tres protocolos de extraccion de ADN en
carne de tortuga marina mediante el analisis y cuantificacion de ADN para la obtenciéon de un
método sencillo, econdmico, reproducible y no contaminante. Las muestras fueron obtenidas de
tortugas marinas en diferentes estados de descomposicion varadas en playas de la Peninsula de
Santa Elena durante mayo y junio de 2023. Los métodos analizados fueron modificaciones de:
protocolo de sal comun (NaCl); protocolo de gradiente de sales (GS); y protocolo de gradiente de

sacarosa (GSC). También se estudiaron los preservantes ARNLT, Etanol al 40% y Etanol al 96%.

Segun los criterios evaluados, se concluyd que el protocolo por gradiente de sales resulto
ser el mas conveniente segun sus valores de concentracion de ADN (120 + 73.85 ng uL™!, ANOVA,
p=0.000) y con una pureza 260:280 aceptable de 1.60+0.23 (p=0.043). seguido del método de
NaCl y como peor opcidon el de GSC. Se determind también que si es posible extraer ADN en
muestras de tortugas marinas descompuestas y que es preferible tomar muestras de ligamentos en
lugar de musculos. El preservante seleccionado como mejor opcidon fue ET40 con una media de
concentracion de 97.51 + 57.14 ng uL!y pureza 260:280 de 1.58 + 0.27. Pero sus diferencias no

fueron significativas, pues p=0.314 y 0.228, respectivamente.

Palabras clave: Tortuga marina, Protocolo, Extraccion, ADN, Cuantificacion, Preservante.
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ABSTRACT.

Post-mortem identification of sea turtle species is normally carried out by external
observation of individuals that match unique morphological keys. However, the categorization of
these criteria is often subject to errors or gaps due to the lack of compliance with the minimum
identification requirements. The development of innovations in molecular technologies, statistical
methods and genetic tools have contributed significantly to aspects of sea turtle conservation

biology and management.

The aim of this study was to compare three protocols for extracting DNA from sea turtle
meat by analyzing and quantifying nucleic acid to obtain a simple, economical, reproducible, and
non-contaminating method. Samples were obtained from sea turtles in different states of stranding
on beaches of the Santa Elena Peninsula during May and June 2023. The methods analyzed were
modifications of: (1) common salt (NaCl) protocol; (2) salt gradient (SG) protocol; and (3) sucrose
gradient (SCG) protocol. The DNA preservatives RNA Later, 40% Ethanol and 96% Ethanol were

also studied.

According to the evaluation criteria, we concluded that the salt gradient protocol turned out
to be the most convenient according to its DNA concentration values (120 + 73.85 ng uL,
ANOVA, p=0.000) and with an acceptable purity value of 260:280 of 1.60+0.23 (ANOVA,
p=0.043). followed by the NaCl method and the GSC as the worst option. It will also limit that it
is possible to extract DNA in samples of decomposed stranded sea turtles and that it is preferable
to take samples of ligaments instead of muscles. The preservative selected as the best option was
40% ethanol, with a mean concentration of 97.51 £ 57.14 ng uL™!' and a purity 260:280 of 1.58 +

0.27. But their differences were not significant, since p=0.314 and 0.228, respectively.

Key words: Sea turtle, Protocol, Extraction, DNA, Quantification, Preservative.
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2. INTRODUCCION.

La identificacion post-mortem de especies de tortugas marinas se lleva a cabo normalmente
mediante la observacion externa de los individuos que cumplen con claves morfoldgicas Unicas.
Sin embargo, la categorizacion de estos criterios muchas veces esta sujeto a errores o vacios por
la falta del cumplimiento de requisitos minimos, por lo que la determinacion de las especies se
imposibilita en algunos escenarios, tales como el faenamiento (que se tienen s6lo fragmentos de
cuerpo, carne fileteada, sangre o huevos), descomposicion extrema, pérdida de caracteristicas
clave, cadaveres incompletos o ubicados en zonas de dificil acceso; por lo que resulta de vital

importancia aplicar técnicas moleculares que resuelvan aquellos inconvenientes.

Para la aplicacion de aquellas técnicas moleculares es importante utilizar métodos con los
que se obtenga muestras de ADN de alta calidad y concentracion, por lo que se requiere
estandarizar protocolos reproducibles aplicados a individuos, condiciones y/o tejidos particulares.
Cuando se obtienen las muestras de fauna silvestre, es muy comin que s6lo puedan tomarse
pequenas cantidades sin lastimar al animal, siendo esto un limitante para los estudios genéticos
pues existe menos posibilidad de obtener ADN de buena calidad (Garcia, Lagares, Yunez,

Manjarrez, & Onofri, 2008) (Krestoff, y otros, 2021).

Las muestras fueron obtenidas de tortugas marinas en diferentes estados de
descomposicion varadas en playas de la Peninsula de Santa Elena durante mayo y junio de 2023.
La obtencién de ADN en muestras de carne de tortuga marina se realiz6 mediante andlisis de
concentracion y pureza. Los métodos analizados son modificaciones de: (1) protocolo de sal
comun (NaCl) segin (Rodriguez, 2017) y (Escalante, 2020); (2) protocolo de gradiente de sales
(GS) segtn (Lahiri & Nurnberger, 1991); y (3) protocolo de gradiente de sacarosa (GSC) de (Daly,

Steen, Fairbrother, & Idle, 1996).



En la Provincia de Santa Elena, no se registra informacion sobre estudios moleculares o
identificacion a nivel molecular de tortugas varadas por lo que el presente estudio pretende aportar
informacion para resolver las problematicas anteriormente mencionadas, cuyo objetivo es
comparar tres protocolos de extraccion de ADN en carne de tortuga marina mediante el analisis y
cuantificaciéon del acido nucleico para la obtencion de un método sencillo, econdmico,

reproducible y no contaminante.



3. JUSTIFICACION.

La conservacion de tortugas marinas en Ecuador quizés se vea limitada por la falta de
evidencia cientifica que revele el impacto real de aquellas actividades antropogénicas. Gran parte
de las investigaciones sobre el estado actual de las tortugas marinas en Ecuador y el mundo se ha
sesgado en la identificacion, proteccion y control de zonas de forrajeo, apareamiento y anidacion;
asi como el registro de varamientos y mortalidades asociadas a enfermedades o interacciones con
pesquerias mediante monitoreos u observaciones a bordo (Coello & Herrera, 2011) (CIT, 2021).
No se han realizado esfuerzos para aumentar la linea base del conocimiento de tortugas marinas
en el &mbito genético, habiendo algunas investigaciones sobre la filogeografia y conectividad
genética en C. mydas y E. imbricata (Valdez, y otros, 2018) (MAAE, WildAid, & GIZ, Plan de

Accion para la Conservacion de las Tortugas Marinas en Ecuador 2020 - 2030, 2020).

La genética forense se ha utilizado como una herramienta util de investigacion para reducir
la pesca incidental y trafico o comercio ilegal de vida silvestre; ya sea mediante la identificacion
de las especies, poblaciones, conectividad genética o identidad individual de las muestras
confiscadas (Pertiwi, Sembiring, Cahyani, & Al Malik, 2020) (Johnson, Wilson-Wide, & Linacre,

2014) (Dalton & Kotze, 2011) (Staats, y otros, 2016) (Arenas, y otros, 2017).

El desarrollo de innovaciones en tecnologias moleculares, métodos estadisticos y
herramientas genéticas han contribuido de manera significativa en aspectos de la biologia y manejo
de la conservacion de tortugas marinas. La determinacion de sitios natales de adultos
reproductores, la identificacién de la conectividad genética entre las colonias y las zonas de
forrajeo, los analisis filogeograficos y de estructuras poblacionales son algunas de las razones

clave que pueden ser abordadas usando las herramientas moleculares.



Al igual que las innovaciones en otros campos como en telemetria animal y modelado de
poblaciones, los avances en genética molecular contindan desempefiando un rol central en la
profundizacion de nuestra comprension de la biologia de las tortugas marinas (Komoroske, Jensen,

Stewart, Shamblin, & Dutton, 2017).



4. OBJETIVO PRINCIPAL.

Comparar tres protocolos de extraccion de ADN en carne de tortuga marina mediante el
andlisis y cuantificacion del &cido nucleico para la obtencién de un método sencillo, econémico,

reproducible y no contaminante.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Aplicar tres protocolos de extraccion de ADN mediante el uso de enzimas,
solventes organicos, agentes quelantes o sales, asi como métodos mixtos, para
determinar su efectividad en el andlisis de acidos nucleicos.

e Evaluar la calidad y cantidad de ADN segun la procedencia de la muestra valorando
sus estados de descomposicion y el tipo de tejido.

e Evaluacion de dos métodos de preservacion de muestras mediante el analisis de la
pureza, calidad y cantidad de &cidos nucleicos para el desarrollo de una técnica

estandarizada con carne de tortuga marina.

6. HIPOTESIS.

Hipotesis Nula (HO): “La media de los valores de concentracion y pureza del ADN sera la misma

entre los tres protocolos de extraccion evaluados”™.

Hipotesis Alternativa (H1): “La media de los valores de concentracion y pureza del ADN sera

diferente entre los tres protocolos de extraccion evaluados”.



7. MARCO TEORICO.

7.1 Importancia y conservacion de tortugas marinas.

Las tortugas marinas cumplen con roles importantes para el mantenimiento de las funciones
ecoldgicas, estructura y dindmica de los ecosistemas marinos (Bjorndal & Jackson, 2003). A
niveles poblacionales altos, las tortugas marinas son un eslabon esencial en la cadena trofica
cumpliendo como depredadores, presas y competidores; actian también como huéspedes de
paréasitos, sustratos de epibiontes, transportadores de nutrientes, e incluso como modificadores del
paisaje removiendo grandes cantidades de arena en las playas de anidacion (Bjorndal & Jackson,
2003).

En conjunto, sus especies se distribuyen en aguas tropicales y subtropicales de todo el
mundo, cuyas poblaciones han sido drasticamente reducidas debido, en gran parte, a las
interacciones con los seres humanos durante siglos ocurriendo impactos que han pasado
practicamente desapercibidos (Bjorndal & Jackson, 2003). Entre las amenazas que afectan estas
especies estan: captura directa e incidental por pesquerias comerciales, degradacion de las playas
donde anidan, extraccion de arena, destruccion de sus nidos, desarrollo urbano, introduccion de
depredadores ferales, polucion marina, cambio climético, degeneracion de su habitat, entre otros
(Bjorndal & Jackson, 2003) (MAAE, WildAid, & GIZ, Plan de Accion para la Conservacion de
las Tortugas Marinas en Ecuador 2020 - 2030, 2020).

La conservacion de especies migratorias como las tortugas marinas es fundamental para
comprender los vinculos migratorios clave y asi desarrollar medidas de conservacion adecuadas
(Pertiwi, Sembiring, Cahyani, & Al Malik, 2020). Estas especies viajan regularmente cientos o
miles de kilémetros entre el area en la que se reproducen o anidan y donde se alimentan (Pertiwi,

Sembiring, Cahyani, & Al Malik, 2020). Trabajos recientes han determinado que la mayoria de



las zonas de forrajeo parecen albergar multiples poblaciones reproductoras (Dethmers, Jensen,
Fitzsimmons, & Broderick, 2010) (Nishizawa, Joseph, & Yee Kuen, 2018). Por lo tanto, la
destruccion del habitat en zonas de forrajeo, asi como la disminucion de sus poblaciones

reproductoras, puede tener un efecto adverso en colonias remotas.

Los esfuerzos para la conservacion de las tortugas marinas enfrentan varios desafios, p. €j.
destruccion del habitat, pesca incidental, consumo de huevos y carne de tortuga, o produccion de
artesanias a partir de sus derivados (Madduppa, y otros, 2019). En Ecuador, el consumo de los
derivados de tortugas marinas (carne, sangre, grasa y huevos) se considera como parte de la
herencia cultural de las comunidades costeras, quienes les atribuyen ciertas propiedades
medicinales para tratar enfermedades como anemia, tuberculosis 0 asma; e incluso como
estimulante sexual. A lo largo de la historia, las tortugas marinas han sido un importante recurso
pesquero comercial (en especial L. olivacea) y fuente de proteina para la mayoria de las
comunidades costeras ecuatorianas (Hurtado, 1982). En un principio, lo que se consumia era su
carne, pero rapidamente sus productos (pieles y carnes) fueron destinados al comercio externo,
reportandose volumenes de captura de alrededor de 100.000 tortugas al afio; ademas de un
comercio interno no mayor a 10.000 tortugas por ciertas comunidades pesqueras (Hurtado, 1982)

(Hurtado, 1987).

En la década de los 70’s, la carne de tortuga marina era comercializada cominmente en los
mercados de mariscos y continué de esa manera hasta que en 1981 se declar6 su proteccion total
y luego se emitio el Acuerdo Ministerial No. 212 (R.O. 581 del 12 de diciembre de 1990, aun
vigente), que establece una veda indefinida de tortugas marinas y prohibe la captura,

procesamiento y comercializacion interna y externa (Hurtado, 1982).



Sin embargo, las interacciones de estas especies con las pesquerias se registran a manera
de pesca incidental por parte de flotas industriales y artesanales que operan con diferentes artes de
pesca (MAAE, WildAid, & GIZ, Plan de Accion para la Conservacion de las Tortugas Marinas en

Ecuador 2020 - 2030, 2020).

7.2 Descripcion de las especies

En el territorio maritimo y costero ecuatoriano, se han registrado cinco de las ocho especies
de tortugas marinas que existen en todo el mundo, todas ellas enlistadas en el Apéndice | de CITES
(CITES, 2023): tortuga golfina (Lepidochelys olivacea), verde o negra (Chelonia mydas), carey
(Eretmochelys imbricata), laid o baula (Derochelys coriacea) y caguama o cabezona (Caretta
caretta). A pesar de los esfuerzos para su conservacion tanto locales como regionales, todas estas
especies se encuentran dentro de la Lista Roja de IUCN como especies vulnerables, en peligro, en
peligro critico de extincién o amenazadas (IUCN, 2023).

Existen dos familias de tortugas marinas: Cheloniidae y Dermochelyidae; las primeras
tienen caparazon duro, mientras que las otras no tienen caparazon de queratina ni escamas, sino
que su proteccion corporal corresponde a tejido conectivo blando. La mayoria de las especies de
Cheloniidae tienen dos dedos, siendo el dedo I més grande y puede ser més fuerte y curvo en los
machos adultos, el cual tendria una funcion reproductiva. Las tortugas de la familia
Dermochelyidae no tienen escamas en la cabeza y su nica cobertura de queratina en su cuerpo se
localiza en las mandibulas. Las tortugas de caparazon duro, por su parte, poseen escamas de
queratina distribuidas dorsal y lateralmente en la cabeza de forma especifica. Estas pueden ser:
prefrontales, supraoculares, postoculares, frontales, frontoparietales, parietales, interparietales,

temporales y timpanicas (Wyneken , 2004).



Para este estudio se caracterizaron so6lo las escamas prefrontales, las cuales son las mas
utilizadas para la identificacion de las especies, y estas se distribuyen en pares. Puede existir la
presencia de escamas supernumerarias o “‘escamas extra” mas pequefias que separan estos pares

de escamas prefrontales (Wyneken , 2004).

7.2.1. Familia Dermochelyidae.

Dermochelys coriacea.

La tortuga laud o galapagos (Dermochelys coridcea) es la unica especie de la familia
Dermochelyidae. La frecuencia de observaciones a bordo o varamientos de estas especies en las
costas de Ecuador es minima porque se encuentra en Peligro Critico de Extincion segin la UICN
(Wallace, Tiwari , & Girondot, 2013) (MAAE, WildAid, & GIZ, 2020). Se caracteriza por ser de
color negro con manchas blancas distribuidas por el cuerpo. Posee cinco crestas o quillas dorsales
que se extienden a lo largo del caparazon y dos quillas como margenes en los costados. Presenta
también estas quillas en el plastron (Wyneken , 2004). Tienen una muesca o “corte” en cada lado

de la mandibula y sus extremidades no tienen dedos (Wyneken , 2004).

7.2.2. Familia Cheloniidae.

Chelonia mydas.

El color del caparazon de estas especies varia con la edad, siendo negro con plastron blanco
en las primeras etapas de vida, luego cambia a marron con plastrén amarillo en juveniles y verde
grisdceo con manchas amarillas y marrones en las tortugas adultas. Existe un morfotipo en algunas

partes del Pacifico denominadas “meldnicas” o negras con plastron amarillo crema.



Estas tortugas tienen un par de escamas prefrontales, caparazon liso sin escamas
superpuestas con cuatro pares de escudos laterales y cuatro pares de escudos inframarginales en el
plastréon con dos poros de Rathke (uno en la escama axilar y otro en la inguinal); tienen un dedo
en cada extremidad (Wyneken , 2004) (Rueda-Almonacid, Mittermeier, Rodriguez-Mahecha, &

Mast, 2007).

Caretta caretta.

El color del caparazon de los neonatos es de marrdon con gris con plastron de color crema. En
adultos, el color marron predomina en su caparazén y plastron canela. Algunos morfotipos también
pueden tener los colores canela con matices de negro. Los escudos del caparazon se traslapan o
superponen en los individuos juveniles (también poseen quillas) pero no en adultos. Poseen 5 pares
de escudos laterales y 3 pares de escudos inframarginales. El escudo nucal estd en contacto con el
primer escudo lateral. Las caguamas tienen la cabeza grande y tienen dos dedos con ufas en cada

extremidad, asi como también dos pares de escamas prefrontales (Wyneken , 2004).

Eretmochelys imbricata.

El color de los neonatos de las tortugas carey son de café caoba oscuro en el caparazon y plastron.
En su proceso de desarrollo, el caparazon adquiere patrones de rayas amarillas, negras o café en
los escudos. Poseen 4 pares de escudos laterales y 4 pares de escudos inframarginales. El escudo
nucal no estd en contacto con el primer escudo lateral, lo cual corresponde a una caracteristica
distintiva entre esta especie y Caretta caretta. Su cabeza es el doble de larga que es de ancha y
posee una ramphoteca o pico cérneo largo que se estrecha al final. Tienen dos pares de escamas

prefrontales y dos dedos con ufias en cada extremidad (Wyneken , 2004).
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Lepidochelys olivacea.

Su caparazoén es inicialmente de color marrén y gris en neonatos, cambiando a color oliva o gris
oscuro en adultos. Tiene forma redonda con mas de 6 escudos laterales, 6 o mas escudos vertebrales
y 4 escudos inframarginales con poros caracteristicos. Poseen dos pares de escamas prefrontales,

muchas escamas supraoculares y dos dedos con ufas en cada extremidad (Wyneken , 2004).

SPECIES [DENTIFICATION

carapace plasiron

scutes
Imbricated
(overlapping)

4 lateral
sCutes

1 pair of
prefrontal
scales

Green turlle - Chelonia mydas

more than 1 pair
of prefrontal
scales

4 irfamarginal
scules
with

Kemp's ridley - Lepidochelys kempii

more than 1 pair
of prefrontal
scales

QOlive ridley - Lepidochelys olivacea

more than 1 pair 5 lateral 3 infmmarginal

of prefrantal scules scules

scales without
pores

ridges

Leathetback - Dermochelys coriacea

Figura 1: Claves de identificacion de especies de tortugas marinas (Wyneken , 2004).
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7.3. Fundamentos de la extraccion de ADN.
La extraccion de ADN es un esquema crucial para aislar el ADN de una célula. Es una
técnica complicada pero sensible que requiere conocimiento del manejo de muestras de ADN. Es

un proceso de varios pasos regido por varios procedimientos quimicos, mecanicos y enzimaticos

(Chauhan, 2018).

La lisis de la pared/membrana celular y de la membrana nuclear, la estabilizacion del ADN,
la recoleccién y la rehidratacion del ADN son algunos pasos clave en el proceso de extraccion del
ADN. La tasa de éxito de la extraccion de ADN depende en gran medida del paso iniciador: lisis

de la membrana/pared celular (Chauhan, 2018).

7.3.1. Lisis de la membrana celular.

Un tampodn de lisis es una solucion preparada con varios productos quimicos, que se utiliza
en biologia molecular y celular para alterar o romper la pared o membrana celular y liberar
componentes celulares. Se utiliza para aislar acidos nucleicos, proteinas y otras moléculas de la
célula. En la extraccion de ADN, el tampon de lisis celular se prepara y utiliza exclusivamente
para aislar el ADN de la célula. Es un esquema de lisis quimica que utiliza varios productos
quimicos para descomponer la pared/membrana celular, estabilizar y solubilizar el ADN.
Detergentes, bufters, sales, inhibidores de proteasa y estabilizadores de ADN son sustancias
quimicas comunes que deben estar presentes en el tampon de lisis (Chauhan, 2018). Esta etapa es

importante ya que, segun (Chauhan, 2018):

e Contiene los ingredientes que ayudan a mantener el pH de la solucion, proporcionando asi

un entorno constante para diversas actividades biologicas.
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Contiene los ingredientes que lisan eficazmente la pared/membrana celular y la envoltura

nuclear al romper los constituyentes y solubilizarlos mediante un tratamiento quimico.

Ayuda a eliminar los constituyentes de la pared celular, las proteinas, las enzimas y los

organulos celulares del ADN.

El tampon de lisis celular también estabiliza el ADN al evitar la degradacion del ADN.

Separa el ADN de otros desechos celulares y lo aisla de manera efectiva.

Un tampédn de lisis de buena calidad y bien mantenido mejora los rendimientos de ADN en
muchos pliegues. Este proposito puede lograrse mediante lisis celular eficaz, lisis nuclear

y estabilizacion del ADN.

La lisis eficaz también mejora la calidad de las muestras de ADN. Previene el ADN por

degradacion enzimatica, elimina las proteinas de unién al ADN y mejora la calidad.

Ademas, el tampon de lisis contiene ingredientes que no interfieren con el procesamiento
posterior, como la amplificacion por PCR, la digestién de restriccion y la secuenciacion

del ADN.

Cell membrane

Nuclear envelope

7o BN o o o o
— @ o
w O o

Nuclei i ; 3 : ;
ucleic acid Lysis of cell wall or Lysis of Nuclear Nucleic acid comes
cell membrane membrane out from nucleus

Figura 2: Esquema basico de la lisis celular (Chauhan, 2018).

13



Métodos fisicos.

Los métodos fisicos generalmente implican algin tipo de trituracion o trituracion de la
muestra para romper las paredes celulares o el tejido resistente. Un método comun de alteracion
fisica es congelar y moler muestras con un mortero bajo nitrogeno liquido para obtener un material
en polvo que luego se expone a condiciones de lisis quimica o enzimatica (Promega, 2023). Los
trituradores pueden ser dispositivos manuales simples o automatizados, capaces de interrumpir
varias placas de 96 pocillos. Los métodos fisicos a menudo se usan con materiales de entrada mas
estructurados, como tejidos o plantas. Otros dispositivos utilizan el batido o la agitacion de las
perlas en presencia de perlas metalicas o ceramicas para romper las células o los tejidos, o la

sonicacion para romper los tejidos y lisar las células (Promega, 2023).

Métodos quimicos.

Los métodos quimicos se pueden usar solos con materiales faciles de lisar, como células
de cultivo de tejidos o en combinacidén con otros métodos. La ruptura celular se logra con una
variedad de agentes que rompen las membranas celulares y desnaturalizan las proteinas. Los
productos quimicos comtinmente utilizados incluyen detergentes (p. ej., SDS) y caotropos (p. €j.,

sales de guanidina y soluciones alcalinas) (Promega, 2023).

e Detergentes: Los detergentes son un componente crucial de un tampon de lisis celular.
Una célula contiene una bicapa lipidica. Los detergentes pueden alterar esta capa,
solubilizarla y liberar componentes celulares en la solucion. SDS, Triton X-100, Tween

20 y CTAB son detergentes comunes utilizados (Chauhan, 2018).
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Sales: Las sales tienen muchas funciones durante la lisis celular. Estabilizan el ADN,
preservan la integridad del ADN, lo protegen de la actividad de las nucleasas,
mantienen el equilibrio i6nico y estabilizan la solucion. KCl, NaCl y MgCl> se han
utilizado en el tampon de lisis de extraccion de ADN para diversos fines. NaCl ayuda
a eliminar las proteinas que estan unidas al ADN. También ayuda a mantener las
proteinas disueltas en la capa acuosa para que no precipiten en el alcohol junto con el
ADN al neutralizar las cargas negativas en el ADN para que las moléculas puedan

unirse (Chauhan, 2018).

La 6smosis ocurre cuando la célula se somete a una solucion hipo o hipertonica. Si las
células se mantienen en una solucion hipotdnica, el agua entra dentro de la célula, lo
que provoca que se hinche, aumente la presion interna y, finalmente, estalle. Por otro
lado, en una solucion hipertonica, el agua tiende a salir de la célula y, finalmente, la
célula se encoge y se arruga, lo que conduce a la plasmdlisis (Chauhan, 2018). Por lo

tanto, la concentracion de sal juega un papel importante en la lisis celular.

Buffer: Tris es un (hidroximetil) aminometano de formula molecular (HOCH>);CNH,
que tiene tres alcoholes primarios y un grupo amino con un pKa de 8,1, es un tampon
eficaz entre pH 7 y 9. Cuando el pH se ajusta a 8, con HCI, contiene una mezcla de
base débil y su acido débil conjugado (Figura 3), que puede actuar como tampon y
aumenta atin mas la permeabilidad de la pared celular. Cuando la pared celular y las
membranas se rompen durante la trituracion del tejido, termina la compartimentacion,
se libera material citoplasmatico, por lo que se altera el pH y, en consecuencia, se altera

la estabilidad de biomoléculas como el acido nucleico.
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El tampdn juega un papel importante en tales situaciones y el tampon Tris mantiene el

pH de la solucion (Heikrujam, Kishor, & Mazumder, 2020).

OH OH

NH
NH

OH HCl S ——

OH

O}

Conjugate acid of the Tns
base

Trs base

Figura 3: Tampon Tris después de la titulacion de la solucidn base Tris: (A) con HCL; (B) alrededor de pH 8, contiene
Tris base débil; (C) su acido conjugado; y (D) en equilibrio act@ia como tampon cerca del rango de pH fisiologico
(Heikrujam, Kishor, & Mazumder, 2020).

Agentes quelantes: EDTA (C10H16N2Os) quela cationes divalentes, como Mg?" y Ca?" (Figura
4), que esta presente en las enzimas y reduce la actividad enzimatica de DNasa y RNasa. Los
cationes divalentes son los cofactores de muchas enzimas que aumentan la actividad de la
enzima. Por ejemplo, la enzima ADNasa requiere iones Mg>* como cofactor para su actividad.
La quelacién de iones Mg®* con EDTA hace que la enzima ADNasa no funcione y, por lo tanto,
protege el ADN. Los iones Mg?" también se requieren para la agregacion de acido nucleico
con proteina; mientras que los iones Ca®* son necesarios para la cementacion de la capa media
de la pared celular y la estabilidad de la membrana. Por lo tanto, aprovecharlos con EDTA da
como resultado la desestabilizacion de la integridad de la enzima (Heikrujam, Kishor, &

Mazumder, 2020).
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Figura 4: El EDTA quela cationes divalentes como el magnesio y el calcio. (A) Estructura de EDTA; (B) "M"
representa los cationes divalentes libres como el magnesio y el calcio; y (C) EDTA quela los cationes divalentes, 1o
que hace que no estén disponibles para la ADNasa y alguna otra actividad como la union a la pared celular y la

formacion de complejos histona-ADN (Jadhav , Ranjani, & Senthil, 2015) (Heikrujam, Kishor, & Mazumder, 2020).

Métodos enzimaticos.

Los métodos enzimaticos se utilizan a menudo con materiales mas estructurados en
combinacion con otros métodos con tejidos, materiales vegetales, bacterias y levaduras. Las
enzimas utilizadas ayudan a romper los tejidos y las paredes celulares resistentes. Dependiendo
del material de partida, los tratamientos enziméticos tipicos pueden incluir: lisozima, zimolasa y
liticasa, proteinasa K, colagenasa y lipasa, entre otros. Los tratamientos enzimaticos pueden ser
aptos para un procesamiento de alto rendimiento, pero pueden tener un costo por muestra mas alto

en comparacion con otros métodos de interrupcion (Promega, 2023).

En muchos protocolos, a menudo se usa una combinacion de ruptura quimica y otra, ya
que la ruptura quimica de las células inactiva rdpidamente las proteinas, incluidas las nucleasas

(Promega, 2023).
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7.3.2. Separacion de materia orgdnica.

Segun el material de partida, es posible que sea necesario eliminar los desechos celulares
de los lisados celulares antes de la purificacion del acido nucleico para reducir el arrastre de
materiales no deseados (proteinas, lipidos y sacaridos de las estructuras celulares) a la reaccion de
purificacion, lo que puede obstruir las membranas o interferir con el flujo posterior. aplicaciones
Por lo general, la limpieza se logra mediante centrifugacion, filtracion o métodos basados en perlas

(Promega, 2023).

La centrifugacion puede requerir mas tiempo practico, pero puede tratar grandes cantidades
de desechos. El filtrado puede ser un método rapido, pero las muestras con una gran cantidad de
residuos pueden obstruir el filtro. Una vez que se genera un lisado aclarado, el ADN se puede
purificar mediante muchos métodos quimicos diferentes, como silice, intercambio idnico, celulosa

o métodos basados en precipitacion (Promega, 2023).

7.3.3. Aislamiento de ADN.
Después de la creacion del lisado, los restos celulares y las proteinas se precipitan
utilizando una solucidn salina de alta concentracion o solventes organicos. La alta concentracion
de sal hace que las proteinas se salgan de la solucion y luego la centrifugacion separa el acido

nucleico soluble de los restos celulares y la proteina precipitada (Promega, 2023).

¢ Fenol: Solvente orgdnico que no es miscible con agua y se usa junto con el cloroformo
y el alcohol isoamilico para la purificacion del ADN para eliminar las proteinas y los
polisacaridos contaminantes. Cuando se agita el fenol con el extracto celular, los
componentes no polares de la célula se fraccionan en fenol, dejando los polares en agua.

El ADN es insoluble en fenol porque el fenol es una solucién no polar.
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Por otro lado, la proteina tiene grupos polares y no polares debido a la larga cadena de
diferentes aminodacidos. Diferentes aminoacidos tienen diferentes grupos presentes en
su cadena lateral. Ademas, el plegamiento de la proteina en la estructura secundaria,
terciaria y cuaternaria depende de la polaridad de los aminoacidos. Los enlaces entre
los aminoacidos se rompen por la adicion de fenol y la proteina se desnaturaliza y

finalmente la proteina se desdobla (Heikrujam, Kishor, & Mazumder, 2020).

La centrifugacion después de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico en pasos de relacion
25:24:1 da tres capas, es decir, acuosa, interfase y, en el fondo, fase orgénica. A pH
neutro a alcalino, los 4cidos nucleicos tienen carga negativa y son polares. Por lo tanto,
es hidrofilo y permanece en fase acuosa. En solucion acuosa, el aminoécido hidrofébico
forma un nucleo protector. Sin embargo, después de la desnaturalizacion, los nicleos
no polares (hidrofobicos) quedan expuestos, lo que provoca la precipitacion de
proteinas y algunos polisacaridos en la interfase. La combinacion de fenol-cloroformo
reduce la particion de poli (A) y ARNm en la fase orgénica y reduce la formacion de
complejos de proteinas de ARN insolubles en la interfase. El fenol retiene alrededor de
10 a 15% de la fase acuosa, lo que da como resultado una pérdida similar de ARN; el
cloroformo previene esta retencion de agua y por lo tanto mejora los rendimientos
(Heikrujam, Kishor, & Mazumder, 2020).

Cloroformo: El cloroformo (CHCI3) o triclorometano es un solvente no polar
(hidrofobico), en el que las proteinas y los lipidos no polares se disuelven para
promover la particién de lipidos y desechos celulares en la fase organica, dejando el

ADN aislado protegido en la fase acuosa.
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El cloroformo asegura la separacion de fases de los dos liquidos porque tiene una mayor
densidad (1,47 g cm™) y fuerza una separacién mas precisa de las fases organica y
acuosa, lo que ayuda a eliminar la fase acuosa con una contaminacioén cruzada minima
de la fase organica. Como el cloroformo es volatil por naturaleza, no obstaculiza el
proceso posterior (Heikrujam, Kishor, & Mazumder, 2020).

e Alcohol isoamilico: El cloroformo entra en contacto con el aire y forma gas fosgeno
(COCly, cloruro de carbonilo), que es dafiino. Si simplemente usamos cloroformo
solamente, el gas atrapado causa formacion de espuma, se forma espuma entre las
interfases durante el proceso de extraccion y dificulta la purificacion adecuada del
ADN, lo que se evita cuando se usa cloroformo junto con alcohol isoamilico o
isopentanol {(CH3) >CHCH>CH,OH} u octanol {CH3(CH);OH} evitando la
emulsificacion de una solucion. El alcohol isoamilico o isopentanol no es miscible en
la solucién acuosa porque es un compuesto alifatico de cadena larga que contiene cinco
atomos de carbono y estabiliza la interfase entre la capa orgénica y la acuosa. La fase
acuosa contiene ADN y la fase organica contiene lipidos, proteinas y otras impurezas.
El alcohol isoamilico ayuda a inhibir la actividad de la RNasa y ayuda a prevenir la
solubilizacion en la fase fenodlica de moléculas largas de ARN con porciones largas de

poli(A). Esto aumentard la pureza del ADN (Heikrujam, Kishor, & Mazumder, 2020).

7.3.4. Precipitacion de ADN.
Isopropanol/etanol. El alcohol se usa para precipitar el ADN fuera de la solucion de
extraccion, por lo que se pueden lavar todas las sales y productos quimicos y luego disolverlo en

el solvente final, generalmente agua o alguna variante de la solucion Tris-EDTA.
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El ADN permanece disuelto en una solucion acuosa porque el ADN tiene un esqueleto de
fosfodiéster, que es de naturaleza hidréfila. La molécula de agua forma una capa de hidratacién
alrededor del ADN mediante la formacion de enlaces de hidrogeno. El isopropanol/etanol se utiliza
en la precipitacion del ADN, que rompe la capa de hidratacion. El isopropanol es una buena opcion

para la precipitacion de ADN.

La cantidad de isopropanol requerida es menor (0,6 a 0,7 volumenes de sobrenadante), ya
que el isopropanol tiene una mayor capacidad para reducir la constante dieléctrica del agua que el
etanol (2 a 3 volumenes) y también requiere una buena cantidad de sal para funcionar. El ARN que
tiene 2'OH extra permanece unido al hidrégeno con agua con mas fuerza que el ADN tiende a
permanecer soluble en ella, por lo que se puede realizar una precipitacion selectiva del ADN. El
isopropanol también disuelve solventes no polares como el cloroformo, por lo que también se

pueden eliminar las impurezas del paso anterior (Heikrujam, Kishor, & Mazumder, 2020).

Generalmente se practica el uso de isopropanol helado, pero muchos investigadores dicen
que debe usarse a temperatura ambiente, de lo contrario, también precipitara polisacaridos
(Shepherd & McLay, 2011). Aunque el rendimiento de ADN aumentara a baja temperatura, puede

aumentar las impurezas (Michiels , Van den Ende , Tucker , Van Riet , & Van Laere, 2003).

7.3.5. Lavado de ADN.

Etanol 70%. El precipitado de ADN se lava de nuevo con etanol al 70 % para enjuagar el
exceso de sal que pudiera haber junto con los tampones de extraccion del sedimento, se centrifuga
y se desecha el etanol, dejando el ADN en el precipitado. El precipitado se seca al aire o al vacio.
Debe evitarse el secado excesivo, ya que el ADN convierte la forma B en forma D, que es dificil
de disolver mas adelante (Jadhav , Ranjani, & Senthil, 2015) (Heikrujam, Kishor, & Mazumder,

2020).
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7.3.6. Puriicacion de ADN.

Acetato de sodio/acetato de amonio/acetato de potasio/cloruro de sodio/cloruro de
litio/cloruro de potasio. El papel de la sal en el protocolo de extraccion es neutralizar las cargas
en el esqueleto de fosfato de aztcar del ADN. El acetato de sodio con pH 5,2 se usa comunmente
para la precipitacion de acido nucleico junto con etanol (Maniatis , Fritsch, & Sambrook, 1982).
En solucion, el acetato de sodio se disocia en Na" y [CH3COO] . Los iones de sodio cargados
positivamente neutralizan la carga negativa en los grupos PO®~ en la columna de fosfato de aziicar
de los acidos nucleicos, lo que reduce la repulsion entre las moléculas de ADN, lo que hace que la
molécula de ADN sea mucho menos hidroéfila y, por lo tanto, mucho menos soluble en agua. La
atraccion electrostatica entre los iones Na* en solucién y los iones PO* en el 4cido nucleico estd

dictada por la Ley de Coulomb, que se ve afectada por la constante dieléctrica de la solucion.

El agua tiene una constante dieléctrica alta, lo que dificulta que el Na* y el PO* se unan.
Esto es util en la agregacion y formacion de masa enmaranada. También se le llama salazon. Sin
embargo, no se ve cuando se usa sal sola. Requiere la solucion con baja constante dieléctrica, que
permita esta interaccion. Esto se ve afectado por el etanol o el isopropanol, que tiene una constante
dieléctrica mucho mas baja, lo que facilita que el Na* interactie con el PO®", proteja su carga y
haga que el acido nucleico sea menos hidrofilico, lo que hace que el ADN se caiga de la solucion

(Heikrujam, Kishor, & Mazumder, 2020).
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Figura 5: Papel de la sal en la precipitacion del ADN (Jadhav , Ranjani, & Senthil, 2015). (A) Las moléculas de ADN
en solucion acuosa tienen carga negativa y se repelen entre si; (B) el acetato de sodio se disocia en el agua en iones
de sodio y acetato; y (C) el ion de sodio protege la carga negativa de las moléculas de ADN al neutralizarla y ayuda
en la agregacion y precipitacion (Heikrujam, Kishor, & Mazumder, 2020).

7.3.7. Resuspension.

Tampon Tris-EDTA (TE)/agua estéril. En tiempos mas antiguos, en los métodos de
aislamiento de ADN, el ADN solia almacenarse seco y diluido cuando era necesario. Hoy en dia,
para el almacenamiento a largo plazo, es prudente almacenar el ADN en un tampo6n que mantenga
su pH y evite que se degrade. El tampon TE contiene Tris (10 mM) y EDTA (1 mM), donde Tris
es el componente amortiguador y EDTA el componente quelante. Para el aislamiento de ADN, el
pH generalmente se establece entre 7,5 y 8,5, la ligera alcalinidad del tampon TE también evita la
posibilidad de hidrdlisis acida que puede alterar atin més la estabilidad del ADN almacenado en

agua.

El constituyente trisamino del tampo6n TE tiene la capacidad de proteger las hebras de ADN
del dafio por radiacion, tanto en estado s6lido como en solucion fluida. Como la radiacion produce
radicales libres, puede romper cadenas de ADN. Por lo tanto, en la solucion fluida a temperatura
ambiente, Tris actiia eliminando los radicales hidroxilos (Cullis, Elsy, Fan, & Symons, 1993). El
proposito del EDTA es quelar los iones Mg?* en solucion necesarios para la accion de la DNasa o

RNasa, protegiendo asi el ADN de las DNasas o RNasa (Heikrujam, Kishor, & Mazumder, 2020).
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Se puede utilizar agua estéril para el almacenamiento de ADN de corta duracion. Si se
utiliza el tampon TE para el almacenamiento de ADN, debe diluirse atin mas con agua estéril para
diluir la concentracion de EDTA y hacer que los iones de magnesio estén disponibles para la
actividad de la polimerasa durante la PCR, ya que, si el ADN tiene que enviarse para la
secuenciacion después, los componentes del tampdon en TE dificultan la proceso. El mismo EDTA
que quela los iones para degradar el magnesio también dificulta la accion de las polimerasas de
ADN durante la PCR, lo que se puede superar agregando mas magnesio a la mezcla maestra, o tal
vez diluyendo la muestra de ADN para que las concentraciones ya bajas de EDTA en realidad no
interrumpan PCR. De hecho, en un gran nimero de casos, no lo hacen (Heikrujam, Kishor, &

Mazumder, 2020).

7.3.8. Deteccion.

Espectrofotdometro

La densidad optica (DO) del ADN de la muestra se compara con una curva estdndar de

concentracion de ADN conocida para conocer la concentracion del ADN de la muestra (Ali, 2019).

Electroforesis en gel de agarosa

El ADN también se puede cuantificar o detectar mediante aplicaciones de enzimas de
restriccion para producir pequeios fragmentos de ADN y ejecutarlos en gel de agarosa. En este
método, el ADN se tifie con bromuro de etidio que se intercala en la doble hélice de la molécula
de ADN y da color azul. Los fragmentos de ADN mas pequefios corren mas rapido que los mas
grandes porque los fragmentos de ADN mas pequefios enfrentan menos obstaculos al atravesar el

gel (Ali, 2019).
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7.4. Protocolos de extraccion de ADN en tortugas marinas.

Los métodos de extraccion de ADN en muestras de tortugas marinas varian segun los
autores, época y tipo de muestras. El protocolo mas utilizado en épocas recientes para el
tratamiento de tejidos de origen forense probablemente es el de (Walsh, Metzger, & Higuchi, 1991)
con una solucion de Chelex al 10% (Garcia, Lagares, Yunez, Manjarrez, & Onofri, 2008)
(Madduppa, y otros, 2019) (Pertiwi, Sembiring, Cahyani, & Al Malik, 2020). También es comun
el uso de kits de extraccion como “Qiagen DNeasy® Blood & Tissue Kit” (Dalton & Kotze, 2011)
(Valdés & Chaves, 2015), “GSYNC Extraction Kit For Tissue and Blood” (Madduppa, y otros,
2019), entre otros segun la preferencia de los investigadores la extraccion de ADN. También usan
el método enzimdtico con Proteinasa K (Encalada, Eckert, & Bowen, 1994) (Krestoff, y otros,
2021) (Nishizawa, Joseph, & Yee Kuen, 2018) o Colagenasa Tipo II y mediante solventes
organicos como fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (Garcia, Lagares, Yunez, Manjarrez, &

Onofti, 2008)

Los investigadores (Garcia, Lagares, Yunez, Manjarrez, & Onofri, 2008) compararon
protocolos de extraccion en muestras de cascara de huevos eclosionados, contenido de los huevos,
caparazones de neonatos y tejido del cordon umbilical de tortugas marinas. No presentaron
evidencia sobre la concentracion de ADN y pureza. Los métodos consistieron en variaciones de lo
establecido originalmente por (Walsh, Metzger, & Higuchi, 1991) con resina Chelex al 5y 20%;
a la aplicacion del método clasico de fenol-cloroformo propuesto por (Sambrook & Russel, 2001);
asi como un protocolo que usa buffer TE y Proteinasa K. Los resultados de aquella investigacion
recomiendan usar la resina Chelex para obtener altas cantidades de ADN de alta calidad en poca

cantidad de muestra.
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Ha existido la documentacion de la degradacion de tejidos blandos (p. €j., sangre, saliva)
sometidos a diferentes tipos de exposicion ambiental; por ejemplo, la luz ultravioleta (Hall, Sims,
& Ballantyne, 2014), altos niveles de humedad y temperatura (Dissing, Sondervang, & Lund,
2010) (Al-Kandari, Singh, & Sangar, 2016) y la inmersién en agua dulce o salada (Borde, Tonnany,
& Champod, 2008) (Frippiat, Gastaldi, & van Grunderbeeck, 2017) (Helmus, Zorell, Bajanowski,
& Poetsh, 2018) (Meixner, y otros, 2020). Sin embargo, estos estudios investigaron un conjunto
controlado de variables en un entorno de laboratorio, en lugar de exposiciones de campo y, a

menudo, solo durante dias o semanas.

También se han examinado los efectos de la exposicion ambiental sobre la degradacion del
ADN en los tejidos duros (huesos, dientes), incluida la exposicion a los rayos UV, los altos niveles
de humedad y temperatura, el entierro y la inmersion en agua dulce o salada (Perry, Bass, Riggsby,
& Sirotkin, 1988) (Schwartz, Schwartz, Mieszerski, McNally, & Koblinsky, 1991) (Alaeddini,
Walsh, & Abbas, 2010). Dentro de esta categoria se encuentra (Krestoff, y otros, 2021) que

corresponde al tnico estudio genético sobre la degradacion de tejidos 6seos de tortugas marinas.
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8. MARCO METODOLOGICO.

8.1. Area de estudio.

Los monitoreos fueron realizados a lo largo de las playas de la Peninsula de Santa Elena
en motocicleta y a pie entre mayo y junio de 2023. Se abordaron los tres cantones de la Provincia
de Santa Elena: Salinas, La Libertad y Santa Elena, como se muestra en la Figura 6. La
geomorfologia de las playas era diferente entre si, siendo unas playas mas viables para los
monitoreos en motocicleta que otras, para las cuales era estrictamente necesario hacerlo a pie. Por
ejemplo, la zona sur de Santa Elena se caracterizd por playas de dificil acceso y con inclinaciones
elevadas, la mayoria de ellas se realizaron los monitoreos a pie o al borde de las carreteras
contiguas. Las playas del norte de la Provincia consistian en playas planas y accesibles en

motocicleta.

Se dividieron las playas en nueve Estaciones (E1, E2, E3, E4, ES, E6, E7, ES, E9) de
diferentes distancias definidas por la cercania entre ellas, como muestra en la Tabla 1. Se monitored
70 km de borde costero que en 19 monitoreos resulté en 137 km de playa recorrida. Las frecuencias
de los monitoreos variaron entre las estaciones y fueron establecidas seglin la accesibilidad de las
playas y la frecuencia de varamientos que se iban registrando en esa area, priorizando aquellas con
mayor cantidad de varamientos y que podian monitorearse en moto para recorrer mayores

distancias.
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Figura 6: Mapa de la provincia de Santa Elena con las playas monitoreada para el registro de varamientos de tortugas marinas.
Fuente: Elaboracion propia (QGIS).
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Tabla 1: Descripcion de las estaciones monitoreadas en la Peninsula de Santa Elena entre mayo y junio de 2023.

Estacion | Plavas Intervalo geogréfico Parroquia | Cantén Distancia de | Frecuencia de | Distancia total
y Desde Hasta d playa (km) monitoreo recorrida (km)
-2.407349, -2.420975,
El Chanduy 120692316 | -80.657135 Chanduy Santa Elena |5 2 10
La Diablica
-2.293589, -2.338790, .
E2 Las C;or!chas 20915151 | -80.890928 Anconcito 4 3 12
La Fabrica
Mar Bravo -2.224561, -2.290777,
E3 Punta Carnero -80.972103 | -80.914718 Salinas 10 1 10
San Lorenzo .
e Santa Rosa 2215153, | 2218469, | SHNAS 3 ; o
La Milina -80.943844 -80.922432
La Carolina
Malecén de La Libertad
. -2.221064, -2.207295, . ]
E5 Cautlvo_ '20.914070 | -80.882638 La Libertad | La Libertad | 3 2 7
Chulluyipe
Ballenita
E6 Capaes -2.206934, -2.153298, 9 2 17
Punta Barandua -80.881412 | -80.792956
El Mancito
Punta Blanca
San Pablo Santa Elena
Pacoa -2.152794, -2.021154,
E7 Monteverde -80.792090 | -80.737805 15 2 50
Jambeli
Palmar
Valdivia . Santa Elena
Playa Bruja
E8 Eém?fﬁi?"w -1.899752, | -1.820451, 11 2 22
-80.730885 -80.756982
Cadeate
Manglaralto
Montafiita Manglaralto
Oloncito
Olén
. -1.815693, -1.734734,
E9 Curia -80.757703 | -80.782646 10 2 20
Las Nufez
La Entrada
Total 70 19 137
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8.2. Caracterizacion de los especimenes.

Los varamientos fueron identificados en la playa y al encontrar el cadaver se observo el
area circundante, se tomaron fotografias del area y de los restos del animal; asi como los datos
para la bitacora y georreferenciacion o GPS usando el programa de libre acceso Handy GPS v.
40.4; luego se prepararon los restos mortales del individuo para una mejor identificacion,
limpiando las partes del cuerpo con exceso de arena o moviéndola a un lugar seguro lejos del

alcance del agua.

Las mediciones se realizaron in situ, sin necesidad de una necropsia. Se midi6é con una
cinta métrica la longitud y anchura del caparazon- ancho curvo (AC), largo curvo (LC), ancho
recto (AR), largo recto (LR)- asi como la caracterizacion (superposicion) y contabilizacion de sus
escudos vertebrales, costales e inframarginales. También se tomo en cuenta la cantidad de escamas
prefrontales. Se valoraron entonces, por el tamafio y forma; la edad, el sexo y la especie a la que
pertenecian los restos mortales del individuo (Poppi & Marchiori, 2013). El sexo de las tortugas
pudo ser determinado mediante la comparacion entre la longitud de la cola y la del caparazon. Si
la cola sobrepasaba el margen posterior del caparazon, siendo también éste caparazon alargado en
la parte inferior, se trataba de un macho. Si la cola, en cambio, no era tan larga con respecto al

caparazon, siendo éste ancho con tendencia a ser circular, era una hembra.

8.3. Claves para la identificacion de las especies.

Para identificar a las especies, se tom6 como referencia el informe de (Wyneken , 2004),
que ofrece una descripcion anatomica completa de las tortugas marinas. Las caracteristicas
externas que son utilizadas para la identificacion de las especies, generalmente son las: “escamas
de la cabeza, la forma de las mandibulas, el nimero de dedos en las aletas, y el nimero y arreglo

de las placas o escudos en el caparazon” (Wyneken , 2004). Véase Tabla 2.
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Los escudos del caparazon se enumeran de al frente hacia atras y los de la concha superior

corresponden a los marginales, costales o laterales, vertebrales y nucales; asi como los

inframarginales en el plastron o concha inferior (Wyneken , 2004).

Tabla 2: Caracteristicas especificas para la identificacion de tortugas marinas en Ecuador (Rueda-Almonacid,
Mittermeier, Rodriguez-Mahecha, & Mast, 2007).

Caparazon .
aman Cabeza (escudos) Plastron
. Nombre o N° de Presencia
Especie , promedio | N° de pares N° de pares de
comun (cm) de escamas pares de escamas de poros
escamas . . de
prefrontales laterales inframarginales Rathke
Der.mochelys Lau’d 0 170 0 0 0 No
coriacea galapagos
Chelonia Verde o g5 1 4 4 S
mydas negra
Cabezona
Caretta 0 88 2 5 3 No
caretta
caguama
.Eretn?ochelys Carey o ]3 ) 4 4 No
imbricata carape
Lepidochelys | 150 65 2 6+ 4 S
olivacea
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8.4. Valoracion del estado de descomposicion.

El examen macroscopico del cadaver consistié en una inspeccion externa completa del
mismo, siguiendo un orden sistematico de cada tortuga con orientacién craneo caudal y dorso
ventral evaluando asi los cambios autoliticos o post-mortem de la mayoria del cuerpo. Se tomd en
consideracion cualquier cambio anatdémico o estructural externo e incluso interno para valorar el

estado de descomposicion del individuo segln la escala propuesta por (Reséndiz & Lara, 2017).

La clasificacion de las condiciones del caddver para determinar su estado de
descomposicion se detalla a continuacion. En Anexos, se describe la Tabla utilizada para
determinar el estado de descomposicion de los ejemplares, que desglosa las caracteristicas externas

descritas en este Capitulo segiin (Reséndiz & Lara, 2017).

1. Muerte reciente o fresca.

Factible de realizar necropsia, toma de muestras para histopatologia, bacteriologia, toxicologia,

microscopia electronica, biologia molecular.

Caracteristicas externas.

e FEl caparazdn puede presentar extravasacion de liquidos celulares y/o moderada a
gran cantidad de grasa.

e Percebes vivos en caparazon y plastron.

e La piel se oscurece.

e Se aprecian musculos de tono rojo oscuro.

e Aunque se considera fresco, el olor no es tan fuerte durante al menos 2 dias

(Modificado de Mancini, 2009).
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Caracteristicas internas.

Comienzo de pérdida de funciones biologicas basicas.

Comienzo de muerte celular y tisular (Trigo y Valero, 2002).

Alteraciones del caparazon: cese de la circulacion sanguinea, caida de la tension
arterial y silencio auscultatorio (Trigo y Valero, 2002).

Ausencia de movimientos respiratorios en las paredes del plastron (Adaptado de
Wobeser, 1996).

Ausencia en la actividad del sistema nervioso central (inmovilidad, insensibilidad,
arreflexia) (Adaptado de Cooper, 2009).

Comienzan a aparecer alteraciones morfoldgicas (cambios post mortem)y el inicio
de la biodegradacion natural (Modificado de Mancini, 2009 y adaptado de Trigo y

Valero, 2002).

2. Cambios post-mortem inmedatos.

Caracteristicas externas.

Destruccion parcial del caparazon. Estos cambios dependen del tiempo,
temperatura y humedad, tamafio corporal y peso del organismo, estado nutricional
y tipo de dieta, especie y estado de salud (cuando el animal estaba vivo), entre
otros (Adaptado de Cooper y Cooper, 2007).

El caparazon comienza a doblarse por el sol.

La piel y los musculos se oscurecen y endurecen.

El organismo puede comenzar a hincharse.
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e FElolor es fuerte y desagradable (Modificado de Mancini, 2009).

Caracteristicas internas.

e Se observan cambios autoliticos de moderados a severos.
e Alteraciones cadavéricas: deshidratacion cadavérica, algor mortis, rigidez
cadavérica, lividez cadavérica, hipostasis visceral, inicio de enfisema post mortem

(periodo de enfisema: 2-7 dias y mas) (Adaptado de Trigo y Valero, 2002).

Cambios post-mortem avanzados.

Caracteristicas externas.

e Destruccion del caparazon por factores exdgenos (Linacre, 2009)
e FEl caparazon se endurece.

e Los escudos empiezan a romperse del caparazon.

e Lapiel esta dura, rigida y seca al tacto.

e Se aprecian huesos de las aletas.

e Los craneos son visibles.

e Los musculos estan secos y oscurecidos (Monificado de Mancini, 2009).

Caracteristicas internas.

e La tortuga presenta cambios autoliticos avanzados y cambios degenerativos

notables.
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e Enfisema post mortem, imbibicidn post mortem, pseudomelanosis, pérdida de color
y/o ruptura post mortem, se observa desplazamiento post mortem (Adaptado de

Trigo y Valero, 2002).

Caparazon y esqueleto.
Caracteristicas externas.

Ultimo periodo de descomposicion descrito como reduccion del esqueleto (mas de

3 meses aprox.) (Adaptado de Linacre, 2009).

e Desaparicion total de los restos blandos cadavéricos, a excepcion de los huesos
que componen el esqueleto 6seo como ultimo resto del caparazén (Adaptado de
Cooper y Cooper, 2010).

e El caparazon estd seco y rigido.

¢ Queda poco tejido muscular.

e En algunos casos se pierde la sucesion vertebral y se puede observar la cabeza y

los huesos dispersos (Modificado de Mancini, 2009).

Solo caparazon.

Caracteristicas externas.

e Generalmente, el caparazon se encuentra quemado por el sol y sin unién a los
huesos.

e No se observa piel ni musculos (mas de 5 meses aprox.) (Modificado de Mancini).
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6. Solo huesos.

Caracteristicas externas.

e Huesos encontrados dispersos y en algunos casos uno junto a otro (Modificado de

Mancini, 2009).

8.5. Identificacion de causas de muerte.
También se tom6 como referencia las clasificaciones establecidas por (Reséndiz & Lara,
2017). No se realizé necropsia de los animales por falta de conocimiento basico sobre Medicina
Forense Veterinaria y Patologia Veterinaria, por lo que la evaluacion de las causas de muerte fue

cualitativas y visibles externamente.

1. Consumo.

Se define como muerte destinada al consumo cuando la muerte se produjo por causa violenta
o no violenta, como consecuencia de la accion premeditada o captura, cuyo fin principal fue la
muerte del animal. En estos casos el caparazén o los restos presentan signos de una lesion
generalmente usando cortes limpios con cuchillo en zonas especificas (Modificado de Wobeser
1996 y Cooper, 2009), huellas de quemaduras, arpén en tejido vivo (Modificado de Mancini,
2009) como finalidad dafiar o mutilar para el consumo. Las partes del cuerpo mas consumidas
son a la altura del musculo pectoral y aletas por su cantidad de carne. De esta manera, la
ausencia de estas partes del cuerpo acompafiadas de un corte puede ser consideradas como

muerte o pesca objetivo.
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2. Pesca incidental.

Cuando la muerte se produce por causa violenta o no violenta como consecuencia de una
circunstancia accidental (Adaptado de Linacre, 2009). En estos casos, se presentd evidencia
cerca del lugar, dentro o sobre los restos del individuo, la presencia de restos de cabos o redes,
hilos nylon, anzuelos; o, si correspondia a muerte por impacto o golpes, craneos o caparazones

rotos; marcas de cuchillos en el caparazon, entre otros.

3. Muerte natural.

Se considera que la muerte se ha producido por una causa natural no violenta, generalmente
como consecuencia de enfermedades (fibropapiloma u otras) o depredadores (mordedura de
tiburén) (Modificado de Mancini, 2009). En este caso solo pudo evaluarse la presencia de

mordeduras de depredadores.

4. Causa desconocida o indeterminada.

Cuando la muerte es producida por causas que no son posibles determinar mediante los

métodos establecidos.
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8.6. Coleccion y preservacion de muestras.

Los especimenes encontrados estaban en un estado fisico tnico, unos enteros y otros con
sus restos corporales dispersos o incompletos. Por lo que, la colecta de muestras también fue
especifica para cada cadaver, pues se tomaban las muestras mas viables a criterio del investigador.
Los criterios empleados para la toma de muestras fueron, segun los métodos modificados de
(Work, 2000): (1) la limpieza de la zona de corte; (2) se priorizaban las partes del cuerpo con
mayor cantidad de tejido muscular -al menos 50g- como las extremidades; (3) en caso de carecer
de la cantidad de tejido muscular necesaria se tomaban muestras de cloaca o tejido conectivo
blando como el que recubre internamente el caparazon; (4) si el cadaver tampoco tenia remanentes
de tejido conectivo blando y se encontraba totalmente seco, se tomaron muestras de ligamentos

que recubrian huesos o el interior del caparazon.

Luego de identificar el lugar de corte, se enjuagé el drea con agua destilada y con un bisturi
se cortd la zona realizando un cuadrado de unos 5x8 cm. Hubo especimenes con los cuales fue
necesario usar tijeras para cortar la piel seca y dura. Si era una extremidad superior, se tomaban
las muestras a la altura del biceps, si era de cloaca se tomaba la parte mas blanda y si eran
ligamentos se seleccionaban los mas frescos a la vista. Las muestras fueron lavadas con agua
destilada, se guardaron en fundas pequenas de cierre hermético y se rotularon con un coédigo
correspondiente al lugar, fecha y nimero de espécimen encontrado (LL-DDMM-N). Por ejemplo,
una segunda tortuga encontrada en Anconcito ese dia (04 de mayo) en la misma playa, tendria el

codigo: AC04052. Fueron puestas inmediatamente a congelacion dentro de una hielera.

La preservacion de las muestras fue efectuada el mismo dia luego de los monitoreos. En el
Laboratorio de Biologia Molecular de UPSE, se lavaron las muestras con abundante agua destilada

hasta que no quedara remanentes de arena, biofilm bacteriano o mal olor predominante.

38



Se cubrieron las muestras con papel toalla junto a la llama de un mechero de alcohol para
que se elimine el exceso de agua. Se cortaron 24 réplicas (50 mg, en la balanza analitica) de cada
muestra que fueron distribuidas en tubos Eppendorf de 1.5 mL, 6 en cada uno, previamente
rellenados con: 300 pL Invitrogen™ Solucion de estabilizacion RNAlater, 300 uL de Etanol al
96% y 300 pL de Etanol al 40%. También se ubicaron 6 réplicas en tubos Eppendorf vacios para
reservas de muestras sélo en congelacion. Cada tubo fue rotulado en la parte superior con sus
respectivos codigos. De todos los métodos de preservacion anteriores, so6lo con etanol al 96% habia
sido probado con diferentes autores en carne de tortuga marina, sobre los otros métodos, el presente
estudio es la Unica referencia, al menos de lo que se ha podido evidenciar. Las muestras fueron

puestas en congelacion a -20°C hasta proximo uso.

8.7. Protocolos de extraccion de ADN.

Se evaluaron tres protocolos de extraccion de ADN. Todos aquellos fueron modificados
con la finalidad de ajustar el método segtn el tipo de muestra. Los protocolos utilizados fueron:
(1) método de extraccion de ADN sin modificaciones usando sal comun (NaCl) y enzima
Proteinasa K propuesto por (Rodriguez, 2017) y (Escalante, 2020) (quienes modificaron al 65% el
método original de Aljanabi & Martinez, 1997); (2) el método modificado al 55% de gradiente de
sales (GS) no enzimatico propuesto por (Lahiri & Nurnberger, 1991); y (3) el método modificado
en un 61% por gradiente de sacarosa (GSC) de (Daly, Steen, Fairbrother, & Idle, 1996). Los

criterios utilizados para la determinacion del porcentaje de modificacion se muestran en Anexos.

Recordando que en el presente estudio se utilizaron muestras de tejido muscular y fibroso
conjuntivo (ligamentos) en estado solido, fue necesario modificar los métodos anteriores, pues el
de (Aljanabi & Martinez, 1997), (Escalante, 2020) y (Rodriguez, 2017) usaron micelios, tejido

vegetal y muestras de carne de cangrejo, mientras que (Lahiri & Nurnberger, 1991) y (Daly, Steen,
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Fairbrother, & Idle, 1996) usaron muestras de sangre. Estos dos ultimos fueron los que sufrieron
mas modificaciones en relacion al tratamiento de los productos de centrifugacion y separacion de
materia organica; mientras el primero s6lo fue modificado en la concentracion y cantidad de
reactivos a partir del método original de (Aljanabi & Martinez, 1997). Por aquella razon, se
establecid un formato en los protocolos con la finalidad de que las muestras fueran tratadas de

manera similar.

El formato establecido fue segun el protocolo con las muestras sélidas, el cual fue el de
NaCl. Los pasos para la extraccion de ADN aplicados en el presente estudio se detallan a
continuacion: lisis celular, incubacion, desnaturalizacion de proteinas, separacion de materia
organica mediante centrifugacion, extracciéon del sobrenadante con ADN, precipitacion y

purificaciéon de ADN, lavado del pellet, incubacion y resuspension.

8.7.1. Protocolo de sal comun (NaCl) (Rodriguez, 2017) y (Escalante, 2020).

Se utilizaron dos réplicas de las 18 muestras preservadas en Etanol al 96% y solucion de
ARN Later, procesando asi un total de 72 muestras mediante este protocolo. Cabe recalcar, que si
bien este método es 65% modificado con relacion al método original de (Aljanabi & Martinez,

1997), no tiene ninguna modificacién a los aplicados por (Rodriguez, 2017) y (Escalante, 2020).

Se desecho el contenido del preservante en el tubo Eppendorf'y se asegur6d que se hayan
eliminado los excesos. Los 50 mg de muestra fueron extraidos del tubo y cortados con un bisturi
en trozos muy pequefios; fueron introducidos nuevamente en su recipiente. Luego se vertié 200uL
de tampon de extraccion (0.05M Tris pH 8— 0.1M EDTA pH 8), 40 uL de SDS al 10% (Dodecil
sulfato de sodio) y se tritur6 en el mismo tubo con un pistilo vigorosamente hasta que mayor parte

de la muestra quede disuelta.
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Se agregaron 400 pnL de tampon de extraccion, correspondiente a los 600 uL especificados
en el protocolo, 30 uL més de SDS al 10% (70 pL en total) y 20 pL de Proteinasa K (20 mg mL"
1. Se homogeneizo6 la muestra y se incubé en bafio Maria a 55°C por 15 min. Después se afiadieron

200 uL de NaCl 5M y se centrifug6 a 10 000g por 5 min.

Se transfirieron aproximadamente 800uL de sobrenadante a un nuevo tubo Eppendorf de
1.5mL y se rotularon con sus respectivos codigos para evitar confusiones o pérdidas de muestra.
La cantidad de sobrenadante extraido no aplicaba en todos los casos, pues algunas muestras
poseian mayor cantidad de materia orgdnica en suspension y, por lo tanto, menor cantidad de
sobrenadante. Se agregd 1 volumen de etanol absoluto junto con la décima parte (1/10) del
volumen del sobrenadante de acetato de sodio 3M para la purificacion de ADN. Se dejo6 reposar

durante toda la noche a -20°C (al menos 12h).

Al dia siguiente, se centrifugaron las muestras a 10 000g durante 5 min. Aqui el pellet se
deberia tornar visible, adherido al fondo del tubo Eppendorf o flotando en el liquido, por lo que es
de sumo cuidado que, al eliminar el sobrenadante, la pastilla o pellet de ADN no se pierda. Luego
de eliminar el liquido de precipitacion, se lavo el pellet con 800 pL de etanol frio al 70%. Se
centrifugd a 12 000g durante 5 min asegurandose que el pellet haya quedado adherido al tubo. Se
elimin6 nuevamente el sobrenadante y se secé completamente el pellet a unos 40°C. La pastilla se
resuspendid en 50 pL de agua ultrapura (Invitrogen™ Agua destilada UltraPure™ sin

ADNasa/ARNasa) que puede almacenarse a -20°C.
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8.7.2. Protocolo de gradiente de sales (GS) (Lahiri & Nurnberger, 1991).
Los tipos de preservantes, la cantidad de réplicas utilizadas (72) y la preparacion de las
muestras (eliminacion del preservante, corte en trozos pequefios) fue la misma que la descrita en

el protocolo anterior (NaCl).

Se verti6 200uL de 1200 pL de tampodn de extraccion (0.01 M Tris pH 8; 0.002 M EDTA,
0.01 M KCl, 0.01 M MgCl,), 40 uL de SDS al 10% y se tritur6 en el mismo tubo con un pistilo
vigorosamente hasta que mayor parte de la muestra quede disuelta. Se agregaron otros 1000 pL de
tampon de extraccion y se homogeneizd. Se incub6 en bafio Maria a 55°C por 15 min. Después se

afiadieron 150 pL de NaCl 3M y se centrifug6 a 12 000g por 5 min.

Se transfirieron aproximadamente 500uL de sobrenadante a un nuevo tubo Eppendorf de
1.5mL y se rotularon con sus respectivos codigos. Se agregd 1 volumen de etanol absoluto
(aproximadamente 1 000 pL) junto con la décima parte (1/10 o 50 uL) del volumen del
sobrenadante de acetato de sodio 3M para la purificacion de ADN. Se dejo reposar durante toda la

noche a -20°C (al menos 12h).

Al dia siguiente, se centrifugaron las muestras a 10 000g durante 5 min y se elimin6 el
sobrenadante. Se lavo el pellet con 1 000 pL de etanol frio al 70%. Se centrifugoé a 10 000g durante
5 min asegurandose que el pellet haya quedado adherido al tubo. Se elimind nuevamente el
sobrenadante y se seco completamente el pellet a unos 40°C. La pastilla se resuspendi6 en 50 L
de agua ultrapura (Invitrogen™ Agua destilada UltraPure™ sin ADNasa/ARNasa) y se incubd en
bafio Maria a 65°C durante 15 min para mejorar la dilucion del ADN. La muestra puede

almacenarse a -20°C.
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8.7.3. Protocolo de gradiente de sacarosa (GSC) (Daly, Steen, Fairbrother, & Idle, 1996).
La cantidad de réplicas utilizadas (72) y la preparacion de las muestras (eliminacion del

preservante, corte en trozos pequefios) fue la misma que la descrita en los protocolos anteriores.

Se vertié 200uL de 1200 pL de tampon de extraccion (0.32 M de sacarosa, 0.01 M Tris pH
7.4;0.0015 M EDTA, 0.005 M MgCl), 40 uL de SDS al 10% y se tritur6 en el mismo tubo con
un pistilo vigorosamente hasta que mayor parte de la muestra quede disuelta. Se agregaron otros
1000 pL de tampoén de extraccion y se homogeneizo. Se incubd en bafio Maria a 65°C por 30 min.

Después se afiadieron 200 pL de NaCl 5M y se centrifugd a 12 000g por 5 min.

Se transfirieron aproximadamente 500uL de sobrenadante a un nuevo tubo Eppendorf de
1.5mL y se rotularon con sus respectivos cddigos. Se agregd 1 volumen de etanol absoluto
(aproximadamente 1 000 pL) junto con la décima parte (1/10 o 50 uL) del volumen del
sobrenadante de acetato de sodio 3M para la purificaciéon de ADN. Se dejé reposar durante toda la

noche a -20°C (al menos 12h).

Al dia siguiente, se centrifugaron las muestras a 10 000g durante 5 min y se eliminé el
sobrenadante. Se lavo el pellet con 1 000 pL de etanol frio al 70%. Se centrifug6 a 10 000g durante
5 min asegurandose que el pellet haya quedado adherido al tubo. Se elimind nuevamente el
sobrenadante y se secd completamente el pellet a unos 40°C. La pastilla se resuspendi6 en 50 pL
de agua ultrapura (Invitrogen™ Agua destilada UltraPure™ sin ADNasa/ARNasa) y se incubd en
bafio Maria a 65°C durante 15 min para mejorar la dilucion del ADN. La muestra puede

almacenarse a -20°C.

El resumen de los protocolos aplicados en este estudio se muestra en Anexos.
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8.8. Cuantificacion de ADN por espectrofotometria.

Para poder usar el espectrofotometro NanoDrop™ 2000/2000c, fue necesario primero leer
el Manual del Usuario e instalar el software del mismo (NanoDrop 2000/2000c V. 1.6.198). Se
debe asegurar que los lentes estén completamente limpios. Para limpiar se tuvo que usar un pafiuelo
resistente con agua ultrapura. Es necesario calibrar el lector con solucion blanco, que es agua
ultrapura. Se debe agregar 5 uLL de agua ultrapura y presionar el boton “Blank”, se espera y luego
se prueba la calibracion efectuando una lectura presionando el boton “Measure”. El resultado debe
ser de 0.0 ng uL! que indica la ausencia de materia contaminante. Se tuvo que repetir los blanqueos
hasta cumplir con aquella condicion para proceder con el analisis de las muestras. También se
debio establecer el Factor 50 en el software, lo cual indica la conversion de la absorbancia a 260

nm a la concentracion de ADN.

La identificacion de las muestras en estos casos fue ligeramente diferente a las establecidas
en el campo, aqui se agregd el tipo de protocolo de extraccion (siendo X para NaCl, Y para GS, Z
para GSC), el tipo de preservante (ET para etanol al 96%, LT para ARN Later y ET40 para etanol
al 40%), ademas del nimero de réplica, quedando por ejemplo: SA04061ZET?2 para el ADN de la
réplica numero 2 de la primera tortuga encontrada en San Antonio el 04 de junio extraido con el

método de gradiente de sacarosa (GSC).

Una cantidad de la muestra del ADN resuspendido (5 pL) fue ubicada en el lector del
espectrofotometro. Se efectud la lectura dos veces de la misma muestra para asegurarse que las
lecturas son correctas valorando asi los resultados obtenidos, pero no se identificaron estas réplicas
como independientes, sino siempre con el mismo codigo. Entonces, si en un protocolo se tenian

72 muestras, se efectuaron 144 lecturas que en los tres protocolos serian 432 datos por analizar.
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8.9. Analisis estadistico.

Con base a los criterios anteriores, para el analisis estadistico se seleccionaron de entre
todas las muestras, s6lo las curvas visiblemente viables sin contaminacion y ejemplares con buena
concentracion de ADN. Para lo cual se efectuaron diagramas de barra y circulares, analisis Probit,
ANOVA de un solo factor con graficas de intervalos, modelamiento de efectos mixtos para obtener
comparaciones de medias por el método de Tukey con graficas factoriales y de interacciones, entre

otros. El software utilizado para lo siguiente fue Minitab® 17.

8.9.1. Anadilisis Probit.

El Analisis Probit permitié determinar la probabilidad de que exista contaminacion de
muestras segin los protocolos y preservantes utilizados. Para realizar el andlisis, se aplica una
tension (o estimulo, en este caso preservantes o protocolos) a un numero de unidades (muestras) y
luego se registra si cada muestra se contamina (definido como un evento) o no se contamina
(Minitab,LLC, 2023). Asi se pudo examinar como cambia la probabilidad de un evento de

contaminacion a medida que cambian los métodos de extraccion o preservacion.

8.9.2. Anailisis de varianza (ANOVA) de un solo factor.

Para ejecutar un ANOVA, debe tener una variable de respuesta continua (en este caso A260
o concentracion de acidos nucleicos, 260/280) y al menos un factor categdrico (métodos de
extraccion o de preservacion, tipo de tejidos y estado de descomposicion) con dos o mas niveles
(Minitab LLC, 2023). El procedimiento funciona comparando la varianza entre las medias de los
factores para determinar si las medias son diferentes y obteniendo un valor p que da como
referencia la significancia de los datos obtenidos segun los protocolos aplicados (Minitab LLC,
2023). Los analisis de ANOVA fueron acompanados con graficas de intervalos, graficas factoriales

de efectos principales y graficas de interacciones con un desglose mas especifico de datos.
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9. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

9.1. Frecuencia de varamientos.

Se registraron un total de 18 especimenes varados en las playas de la Peninsula de Santa
Elena durante los meses de mayor y junio. La Estacion 2 (E2: Anconcito) fue la que presentd
mayor cantidad de varamientos (N=6), seguida de E9 (Olon a La Entrada) con N=5 cadéaveres de
tortugas. La Figura 7 muestra la cantidad de varamientos en las otras Estaciones. El estudio
realizado por (Suarez, 2015) registro 90 varamientos de tortugas marinas desde febrero de 2014
hasta mayor de 2015, desde las playas de San Pedro hasta Olon, lo cual equivale a la Estacion 8 y
parte de la Estacion 9 del presente informe. (Suarez, 2015). En los meses correspondientes al
presente informe que fueron entre mayo y junio (todo el mes de mayo y los primeros dias de junio),
(Suérez, 2015) registrd 6 varamientos en mayo de 2014, de acuerdo con lo presentado aqui, con

un total de 6 varamientos en E9.
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Figura 7: Cantidad de varamientos por Estaciones. En rayas, se muestra lo registrado por (Suéarez, 2015)en la misma estacion.

46



La Tabla en Anexos muestra los metadatos registrados en la zona y brinda informacion
especifica sobre los especimenes encontrados: geolocalizacion, biometria y morfometria, edad,
sexo, especie, causa de muerte, estado de descomposicion, tipo de tejido y zona del cuerpo en que

fue tomada la muestra. Ademas de otros datos que facilitaron la identificacion de la especie.

9.2. Identificacion y descripcion de los especimenes.

La especie mas frecuentemente registrada fue C. mydas con una prevalencia del 67%
(N=12) y un registro unico de L. olivacea (5.6%). Los otros 5 individuos (28%) no pudieron ser
identificados mediante los métodos convencionales aplicados. Se compararon las especies con las
registradas en la Peninsula de Santa Elena por (Suérez, 2015) en la parroquia de Manglaralto,
(Menéndez, 2015) en Anconcito; en Manabi por (Solorzano, 2015) en la playa de San Lorenzo y
(Tutiven, 2020) quien hizo una recopilacion de los datos de varamientos atendidos en el Centro de
Rehabilitacion de Fauna Marina del Parque Nacional Machalilla entre 2014 y 2019. (Suarez, 2015)
y (Solodrzano, 2015) coinciden que la especie mas frecuente fue L. olivacea seguida de C. mydas 'y
unos cuantos registros de E. imbricata y D. coridcea, lo cual no va de acuerdo con lo determinado
en este estudio. Por su parte, (Tutiven, 2020) y (Menéndez, 2015) registraron 60% y 57.1% de
varamientos de C. mydas, respectivamente, ademas del 37.9% y 38.1% de L. olivacea, de acuerdo

con los resultados del presente informe.

Cabe recalcar que los datos obtenidos por (Tutiven, 2020) tienen un aval de profesionales
en Medicina Veterinaria del Centro de Rehabilitacion de Fauna Marina (CRFM), quienes son
expertos en la descripcion de especies; mientras que, tanto en este estudio, como en los de
(Menéndez, 2015), (Solorzano, 2015) y (Suérez, 2015); se realizo la identificacion en el campo
mediante técnicas de observacion externa, siendo asi susceptibles a errores de identificacion por

la falta de experticia y uso de herramientas inadecuadas.
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Algunas de ellas fueron imposibles de determinar (27.8%) ya sea por el estado del cuerpo
y descomposicion del caddver, ausencia de escudos o escamas preorbitales, entre otros; razén por
la cual es de suma importancia que la identificacion de las tortugas marinas sea mediante el uso de

herramientas genéticas y de biologia molecular. Véase Figura 8.

Especies

Saltos, 2023 Suarez, 2015 Menandez, 2015

Soldrzano, 2015 Tutiven, 2020

/-'_ Categoria

U [ ¢ mydas
| B c imbricata

|: L. olivacea
E0.4%

4.3%

|:| D. coriacea
0 no

Figura 8: Registros de especies de tortugas marinas varadas en las playas de Santa Elena en comparaciéon con (Menéndez, 2015)
(Suérez, 2015) y Manabi (Solérzano, 2015) (Tutiven, 2020).

La ubicacion geografica, los distintos tamanos de muestra evaluados, asi como la época del afio;
son otros factores que impiden establecer criterios de similitud entre estos grupos, pero al menos
se pueden tomar como referencia y evidencia. A continuacion, se muestra la comparacion y analisis

de otros parametros evaluados, como sexo, edad, causa de muerte, y estado de descomposicion.
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Sexo.

La mayoria de las especies encontradas fueron hembras (55.6%), seguidas del 11.1% de
machos, estableciéndose una proporcion de 5:1 hembras/machos; y un 33.3% de los especimenes
no pudieron ser determinados gran parte debido a que faltaba la cloaca por el estado de

descomposicion de los cadaveres (Figura 9).

Estos resultados estan de acuerdo a los reportados por (Sudrez, 2015), quien publicé un
51.1% de hembras, 5.6% de machos y 43.3% de su poblacion no pudo determinarse el sexo.
(Menéndez, 2015) reporta en cambio poblaciones muy dominantes por hembras (90.5%) en
relacion a los machos varados (4.8%) y no determinados (4.8%). Es sabido que, por el cambio
climatico y el calentamiento global, la proporcion sexual de las tortugas marinas ha variado
prevaleciendo la cantidad de hembras con respecto a machos en una proporcion de 5.8:1
(hembras/machos) en tortugas carey (Chavarria, Melara, Liles, & Castro-Menjivar, 2020); y de 7:3

en neonatos de golfinas (Valadez, Silva, & Hernandez, 2000).

Los varamientos de tortugas marinas son causados mayormente por causa directa de origen
antropogénico. (Darquea & Alfaro-Sigueto, 2018) indicaron que las tortugas mas capturadas en la
pesca incidental fueron del 46.08% para C. mydas, 26.6% en L. olivacea, coincidiendo con (Coello
& Herrera, 2011). Estas capturas se deben a que estas especies se distribuyen en esta zona del

Pacifico siendo més propensas a su captura en ciertas épocas del afio (Alava y otros, 2005).
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Sexo

Saltos, 2023 Suarez, 2015
1.1% 5.6%

43.3%

511%

Menéndez, 2015
43% 48%

Categaoria
[ Macho
B Hembra
[ nD

a905%

Figura 9: Identificacion del sexo de tortugas marinas varadas en la Peninsula de Santa Elena y en comparacion con otros autores
(Menéndez, 2015) (Suarez, 2015).
Causas de muerte.

La herramienta mas efectiva para evaluar las causas de muerte es mediante técnicas de
necropsia, asi como andlisis microbioldgicos para la deteccion de enfermedades infecciosas. Un
estudio a profundidad externo e interno proporcionaria resultados veraces sobre el origen y
caracteristicas de la muerte del individuo. En el presente estudio, no se pudo realizar necropsias
por la falta de conocimientos basicos en la materia. Asi, mediante evaluaciones externas del animal
in situ pudo determinarse que las causas de muerte mas comunes fueron por colisién o golpes en
el caparazon o craneo (47.1%) seguido de la misma proporcion (5.9%) en muertes por consumo o
faenamiento y por anzuelos. E1 41.2% de los especimenes registrados carecian de evidencias que
proporcionen indicios sobre su causa de muerte, al menos de forma superficial. (Suéarez, 2015)
realizod necropsias basicas in situ, observando también el interior del animal y logr6é determinar

que el 25% murid por colision, 9.2% por anzuelos, 5.3% por consumo y 56.6% no pudo determinar.
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Aligual que este estudio, (Suarez, 2015) indic6 que la mayoria de muertes es por colisiones
o golpes. (Menéndez, 2015) también coincide que sus datos registraron una mayor cantidad de

muertes por colision (8.7%) que por anzuelos (4.3%) como se muestra en la Figura 10.

Causas de muerte

Saltos, 2023 Suarez, 2015
5.9% 53%

41.2%

47.1% S

5.0%

Menéndez, 2015
87%

o 43%
,

Categoria
[ consumo
W calisién o golpe
] Anzuela
I Enredo
M no

87.0%

Figura 10: Causas de muerte registradas en varamientos de tortugas marinas en la Peninsula de Santa Elena y en comparacion con
(Menéndez, 2015) (Suarez, 2015).

Las artes de pesca que mas inciden en las muertes de tortugas marinas en Ecuador son
palangre, redes de enmalle y redes de arrastre (Darquea & Alfaro-Sigueto, 2018) (Coello &
Herrera, 2011). El palangre es especialmente agresivo con las tortugas marinas, pues al tratarse de
longlines de hasta 3km y mas de 400 anzuelos, al tragarse se enganchan en el tracto digestivo
impidiendo la alimentacion por tortuga y una alta probabilidad de muerte por inanicion (Vergara,
2020). Se ha reportado que un 55% de las tortugas son afectadas por palangres de las cuales un
45% mueren si el enganche es profundo (Swimmer y otros, 2014) (Lewison y otros, 2004). El
anzuelo tipo J es el mas dafiino con una probabilidad de enganche del 19.3 cada 1000 anzuelos,
mientras que los anzuelos circulares reducen la mortalidad de la captura incidental (Kerstetter &

Graves, 2000).
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La segunda causa de muerte de tortugas marinas es por redes de enmalle segun (Coello et
al., 2011) con una tasa de enmallamiento del 70%. Si las tortugas se enredan en las mallas existe
la posibilidad de que sean liberadas, a diferencia que, si la tortuga ingiriera anzuelos, situacion en
las cuales normalmente los pescadores cortan el hilo, pero no logran extraer el anzuelo. Segun lo
anterior, aquello explicaria la relacion obtenida en que la segunda causa de muerte fuera por

anzuelos después de colisiones al igual que (Suarez, 2015) y (Menéndez, 2015).

Estados de descomposicion.

En el presente estudio, se analizaron muestras que en su mayoria se encontraban con
efectos post-mortem (EPM) avanzados (38.9%), seguidos de tortugas con efectos post-mortem
inmediatos (33.3%), el 16.7% se encontraban s6lo en esqueleto y caparazon, y el 11.1% de

muestras eran frescas.

La comparacion de los estados de descomposicion es un poco mas ambigua entre los
autores debido a que los criterios tomados en consideracion por cada uno de ellos fueron diferentes.
Sin embargo, con fines explicativos se tratd de ajustar los datos obtenidos por (Menéndez, 2015)
y (Suarez, 2015) a los criterios evaluados aqui, los cuales fueron: fresca (1), con efectos post-
mortem inmediatos (2), con efectos post-mortem avanzados (3), s0lo esqueleto y caparazon (4),
solo caparazon (5) y solo esqueleto (6)- en paréntesis se muestra el codigo de cada estado y a
continuacion se ubicaran segin la similitud de los criterios establecidos por los otros
investigadores. (Menéndez, 2015) evalu6 la condicion corporal segin si la tortuga estaba: viva (0),
fresca (1), moderadamente descompuesta (2), severamente descompuesta (3), caparazon seco (5)
y esqueleto (6). (Suarez, 2015) usé los términos: viva, fresca (1), moderadamente descompuesta
(2) y muy descompuesta (3). (Suarez, 2015) determin6 que el 8.1% de las tortugas estaban frescas,

seguido del 50% de ellas en estado avanzado y 41.9% con efectos post-mortem inmediatos.
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Los varamientos registrados por (Menéndez, 2015) consistian en el 4.8% de tortugas con
EPM inmediatos, 52.4% en estado avanzado, el 19% solo caparazon y el 23.8% so6lo huesos. De
esta manera pudo determinarse que, para andlisis genéticos en tortugas marinas, existe mas
posibilidad de encontrarse individuos en estado de descomposicion 3 (EPM avanzados, 48.8%)
que muestras frescas 0 moderadamente descompuestas (7.2%), como se muestra en la Figura 11

(Menéndez, 2015) (Suérez, 2015).

Estado de descomposicidn

Saltos, 2023 Suarez, 2015 Categoria

16T 11.1% B1% 1 Fresco

B epM Inmediato

] epM Avanzado

[0 ssla esqueleta y caparazin
[ 5810 caparazdn

[ 5610 huesos

3%

I6.5%

Meneéndez, 2015 Promedio
EN

316

SL4%
12.0%

Figura 11: Estados de descomposicion calificados en observaciones externas y en comparacion con (Menéndez, 2015) (Suérez,
2015).
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9.3. Curvas de ADN.

Las proporciones de 260:280 y de 260:230 pueden indicar medidas de pureza, pero no
siempre es asi. Estos valores pueden indicar cuantitativamente la viabilidad de una curva de ADN,
y es que determinan la presencia o ausencia de contaminantes como sales o proteinas. La curva de
ADN se caracteriza por tener una depresion convexa en 230 nm o menos, un pico concavo en 260
nm y otra depresion convexa en 280 nm. Es decir, en la presencia de una muestra con ADN puro
debe existir baja concentraciones de sal u otros contaminantes como carbohidratos o fenol en 230
nm, alta concentracion de ADN en 260 y baja concentracion de proteinas o ARN residual en 280

nm. En la Tabla 3 se muestran los criterios usados para evaluar las curvas resultantes de ADN.

Tabla 3: Criterios para evaluar la pureza de ADN segtin los analisis de A260:280 y 260:30 (Banco Nacional de ADN Carlos II1,
2020) (Thermo Scientific, 2011).

Criterio Validez

>1.8—2.1 | Pureza 6ptima.

<1.6-1.7 | Pureza aceptable.

Contaminacion con compuestos
A260:280 aromaticos, fenol u otro agente usado en los
<1.6 protocolos.
Una muy baja concentracion de acidos
nucleicos (< 10 ng/puL)
>2.1 Contaminacién con ARN.
>2-22 Pureza 6ptima.
> 1.8 Pureza aceptable.
Contaminacion con sales, fenol,
<18 carbohidratos, guanidina u otros productos
de los kits de extraccion.
A260:230 Contaminacion excesiva con sales, fenol,

<1.5 carbohidratos, entre otros. Glucogeno usado
para la precipitacion.

Se blanque6 en un pedestal sucio, se us6 la
solucion blanco inapropiada (debe tener el
mismo pH o fuerza idnica que la solucion
estudiada).

>2.2
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El anélisis cuantitativo de las curvas de ADN resulta de gran importancia para valorar la
concentracion de ADN y su pureza; sin embargo, éstos valores, aunque se encuentren dentro de
los rangos de pureza aceptada o tengan altos valores de A260, no siempre indican una curva
esperada debido a las multiples interacciones que pueden existir entre estas variables por fuentes
de contaminacion. Por ejemplo, la depresion de la curva esperada en 230 nm, en las lecturas
aparecia en 240 nm, dando como resultados valores 260/230 muy bajos indicando altos eventos de
contaminacion. Pero la mayoria de ellos en realidad no estaban contaminados, sino que la curva
habia sufrido un “shiff” o desplazamiento y proporcionando lecturas de 260/230 invélidas para el
analisis de la pureza. La absorbancia de contaminantes en menores longitudes de onda

normalmente cambia la longitud de onda de la depresion (Thermo Scientific, 2011).

La contaminacion quimica residual de los protocolos pudo influir en una sobreestimacion
de la concentracion del 4cido nucleico y/o afectar negativamente en el analisis de éste (Thermo
Scientific, 2011). Entonces, altos niveles de A260 no significaba que se tuvieran altas
concentraciones de ADN en si, sino que se traten de contaminantes que cambiaron en este valor.
En los eventos de contaminacion se tenian, por ejemplo, valores altos de A260 pero también los
de A280. Por aquella razon, se seleccionaron cualitativamente las curvas que no estaban
contaminadas para el andlisis y solo se tomo el valor de 260:280 como referencia para el andlisis
de pureza. En la Figura 12 se muestran las mejores curvas seleccionadas cualitativamente y
cuantitativamente tomando como referencia los valores de concentracion de ADN de las muestras

mas destacadas de los 18 especimenes.
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Figura 12: Recopilacion de las mejores réplicas analizadas de los 18 especimenes colectados. A la izquierda se muestran los
codigos de las muestras con sus colores especificos expresados en la Gréfica.
9.4. Contaminacion de las muestras.

El analisis Probit determina, mediante el tratamiento de datos binarios, la probabilidad de
que un evento suceda. Asi, se contabilizaron los eventos de contaminacion para cada una de las
graficas en bruto de espectrometria, dando como resultado que, del total de 437 muestras
analizadas, 104 de ellas resultaron contaminadas. Las muestras que fueron preservadas con ET96
tuvieron mayor probabilidad (36.36%) de que resulten contaminadas y las que fueron preservadas
con ARNLT (6.25%) resultaron con menor porcentaje de contaminacion. Las muestras preservadas
con ET40, cuyo ADN fue extraido s6lo mediante el método GSC, resulté en 20.54%, como se

muestra en la Figura 13.

Con la finalidad de establecer una relacion entre las variables “Métodos de extraccion” y
“Meétodos de preservacion”, ambos interactuando con la probabilidad de ocurrencia de eventos de
contaminacion, se observa que el método con menos probabilidad de contaminacion es el de NaCl
con 2.77% si se usa ARNLT y de 9.56% si es mediante ET96; mientras que el método con mayores
eventos de contaminacion es el de GSC con 20.54% si se usa ET40 y 55.40% si la muestra se

preserva con ET96 (Figura 14).
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Las fuentes de contaminacion de las muestras son importantes de analizar debido a que la
extraccion de ADN consta de diversas etapas, entre las que destacan la lisis celular y la
desnaturalizaciéon de proteinas. Si algunos de los ingredientes utilizados en los métodos de
extraccion fallan en su funcion, se justificaria esta anomalia en la ocurrencia de eventos de
contaminacion. La contaminacion por sales y carbohidratos se refleja en picos menores a 260 nm,
especialmente en 230 y 240 nm (también en longitudes de onda menores). Los porcentajes
promedios de los métodos de extraccion ponen en evidencia que la ocurrencia de los eventos de
contaminacion por sales y carbohidratos son mayores a los resultantes por contaminacién de

proteinas en todos los métodos de preservacion.

Las probabilidades de ocurrencia de este tipo de contaminacion en las muestras analizadas
fueron del 4.86% en las muestras preservadas con ARNLT, del 19.17% en muestras con ET40 y
35% en las que fueron preservadas con ET96. De todas ellas, nuevamente, el método de extraccion
con NaCl refleja la menor cantidad de eventos ocurridos y GSC con la mayor cantidad. El mismo
patron se repite en las muestras contaminadas por proteinas, con 2.77%, 8.21% y 21.36%, valores
respectivos a ARNLT, ET40 y ET96. En este caso, las muestras preservadas con ARNLT y
extraidas con el método de NaCl no presentaron eventos de contaminacion y con la preservacion
mediante ET96, tan solo el 2.73% de las muestras resultaron contaminadas por proteinas. A este
analisis se le sumaron las probabilidades de que ocurra contaminacion por sales y proteinas en
conjunto, situacion que deja a la curva de espectrofotometria practicamente inservible para el
analisis de ADN. Los resultados fueron de 1.38% (ARNLT), 6.85% (ET40) y 19.99% (ET96), de
los cuales las muestras obtenidas mediante el método de NaCl no mostraron ninglin evento de

contaminacion por sales y proteinas simultdneamente.
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Por ejemplo, la mayor incidencia de contaminacién en el protocolo de GSC fue
aparentemente por sales o carbohidratos debido al uso de sacarosa, que quizas no fue eliminada
correctamente por los reactivos utilizados. Los protocolos modificados que no habian sido
probados en ensayos anteriores fueron los que tuvieron mayor cantidad de eventos de
contaminacion, GS con un 55% de modificacion y GSC con 61% de modificaciones. NaCl fue el
método con menos eventos de contaminacion resultando en una probabilidad del 6.17% de que
¢éste suceda; seguido de GS con una probabilidad del 26.78% y finalmente GSC con el porcentaje

de 37.97%. como se muestra en la Tabla 4.
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Figura 13 y 14: A la izquierda se muestra la probabilidad media (95% de confianza) de contaminacion usando los diferentes métodos de preservacion (0=ARNLT; 40=ET40; 96=ET96). A la derecha se
muestran los valores desglozados de contaminacion segun el tipo de preservacion y los protocolos de extraccion. Notese que los menores eventos de contaminacion los presenta mediante el método de

NaCl y los de la mayor cantidad de eventos, GSC.

Tabla 4: Contaminacion (probabilidad) segiin los métodos de extraccion y preservacion utilizados; asi como las fuentes de contaminacion, general, por sales, por proteinas, por sales y proteinas.

Método de General . Por sales (<240nm) .| Por proteinas (280nm) . Por sales y proteinas .
- Promedio Promedio Promedio Promedio

extraccion ARNLT | ET40 | ET96 ARNLT | ET40 | ET96 ARNLT | ET40 | ET96 ARNLT | ET40 | ET96

GS 9.72 - 43.83 26.78 6.94 - 42.46 24.70 5.55 - 19.17 12.36 2.77 - 17.8 10.29

GSC - 20.54 | 55.4 37.97 - 19.17 | 554 37.29 - 8.21 | 41.89 25.05 - 6.85 | 41.89 24.37

NaCl 2.77 - 9.56 6.17 2.77 - 6.84 4.81 0 - 2.73 1.37 0 - 0 0.00

Media 6.25 | 20.54 | 36.36 21.05 486 |19.17( 35 19.68 2.77 8.21 | 21.36 10.78 1.38 6.85 [ 19.99 9.41
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9.5. Concentracion y pureza de acidos nucleicos.

9.5.1 Métodos de extraccion.

Al suprimir 208 muestras que resultan en contaminacion y seleccionando 229 muestras que
reflejaban una curva fidedigna de ADN, indica que el método con mayores valores de absorbancia
en 260 nm y por lo tanto con mayor concentracion de ADN, fue el GS (N= 78) con una media de
120 + 73.85 ng uL!, seguido de GSC (N= 67) con 101.91 + 64.92 ng pL!, finalmente al método
de NaCl (N=84) con 49.60 + 70.83 ng uL"!. Véase la Figura 14. Las diferencias de los métodos de
extraccion fueron estadisticamente significativas entre si, pues el valor p=0.000 cumpliéndose que
p < 0.05 para tener significancia. A pesar de que el método de NaCl fue el menos contaminado, a
la vez fue el que resultd en las menores cantidades de ADN presentes en la muestra. Esto pudo
deberse al corto tiempo de accion en que la Proteinasa K actu6 en la muestra, sabiendo que la
enzima sirve para la lisis celular, resultaria importante que se aplique durante 24h segtin el método
original de (Aljanabi & Martinez, 1997) que ha sido probado exitosamente por (Garcia, Lagares,

Yunez, Manjarrez, & Onofri, 2008) y (Krestoff, y otros, 2021).

Es probable que los altos valores presentes en GSC pueden ser el resultado de los
contaminantes mas no del ADN en si. Esta hipdtesis es respondida cuando se estudian los valores
de 260/280. En el primer caso para el ANOVA de un solo factor en “260/280 vs método de
extraccion”, se aprecia que los valores mas altos correspondian al método de NaCl (1.64+0.25),
seguido de GS (1.60£0.23) y finalmente de GSC (1.54+0.27) (Figura 15), como era de esperarse
basado en los Analisis Probit, pues los datos siguen la misma tendencia. El nivel de significancia

para este grupo de datos fue de p=0.043, siendo estos resultados estadisticamente significativos.
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Los valores anteriores corresponden a purezas aceptables para los métodos de NaCl y GS,

mientras que para los de GSC pueden considerarse como muestras contaminadas por residuos de

carbohidratos o sales al aplicarse los protocolos, por lo que no se recomienda la aplicacion de este

protocolo basandose en las modificaciones efectuadas.
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La desvigcion estdndar agrupada se utilizd para calcular los intervalos.

Figura 14: Comparacion de las medias en las concentraciones de ADN segun los métodos de extraccion aplicados.
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Figura 15: Comparacion de las medias en la relacion 260/280 (pureza) de ADN seglin los métodos de extraccion aplicados.
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Los resultados obtenidos en materia de concentracion y pureza de ADN por (Rios-Sanchez,
y otros, 2016) para los métodos de GS y GSC, junto los que reportaron (Escalante, 2020) y
(Rodriguez, 2017) usando el protocolo de NaCl se muestran en la Figura 16. En cuanto a
concentracion de ADN, (Rios-Sanchez, y otros, 2016) determinaron los valores de 136.76y 211.93
ng pL! respectivamente para los métodos GS y GSC. Estos datos representan un 12.2% més a la
concentracion obtenida por GS y un 51.91% mas a lo determinado mediante GSC. En lo que
corresponde a NaCl, hay un 74.35% de diferencia con lo reportado por (Rodriguez, 2017) quien
tuvo una concentracion de ADN de 193.38 ng uL"!, mientras que (Escalante, 2020) determino una

concentracion de 93.05 ng pL! lo cual difiere un 46.68% con la presente investigacion.
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Figura 16: Comparacion de los valores de concentracion de ADN obtenidos por otros autores aplicando los protocolos de
extraccion en muestras de distinta procedencia y tejidos.
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Todos los valores de pureza de las muestras en las investigaciones comparadas
corresponden a valores Optimos segun la escala establecida anteriormente (Thermo Scientific,
2011) (Banco Nacional de ADN Carlos III, 2020), siendo estas: 1.71 (6.43% de diferencia) y 1.8
(14.44%) por medio de GS y GSC, respectivamente segun (Rios-Sanchez, y otros, 2016); de 1.97
(16.75%) y 1.79 (8.38%) por el protocolo de NaCl segin (Rodriguez, 2017) y (Escalante, 2020),

respectivamente (Figura 17).

260/280

Método de extraccion & @"‘ [

Figura 17: Comparacion de los valores de pureza de ADN obtenidos por otros autores aplicando los protocolos de extraccion en
muestras de distinta procedencia y tejidos.
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Como es de notarse, el método con menos variacion con respecto a los valores de
concentracion y pureza de ADN segun otros autores corresponde a GS (Rios-Sanchez, y otros,
2016) y el de mayor variacion el de NaCl con (Rodriguez, 2017). La razon de estas diferencias con
otros autores puede ser debido a varios factores: (1) las muestras utilizadas por ellos eran frescas,
mientras que las del presente estudio se encontraban en distintos estados de descomposicion, lo
cual influye en la calidad y cantidad de ADN; (2) la modificacion de los protocolos evitaria que
los reactivos cumplan con sus funciones especificas pues podrian haber reaccionado unos con otros
indebidamente al agregar o quitar sustancias; (3) los métodos de preservacion utilizados por los
otros autores influirian en la variacion de estos datos; y (4) el tipo de muestra utilizado podria

contener diferentes concentraciones de ADN.
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9.5.2. Métodos de preservacion.

Los resultados indican que las muestras preservadas con ET40 (N=43) tuvieron mayor
concentracion de ADN con 97.51 = 57.14 ng uL!, seguido de ARNLT (N=96) con 93.90 + 83.14
ng pL'y ET96 (N=90) con 79.48 + 76.72 ng uL"!. Véase la Figura. Como el valor p=0.314, hace
que estas diferencias no fueran estadisticamente significativas (p<0.05). La pureza del ADN
definida por el parametro 260/280 tuvieron resultados sin significancia estadistica con un valor de
p=0.228. Los valores fueron de 1.63 £ 0.21 para ARNLT, 1.58 + 0.27 con ET40 y 1.57 = 0.27 en
las muestras preservadas con ET96 (Figura 18). Seglin la escala indicada para valorar estos
criterios, solo las muestras preservadas con ARNLT poseyeron un nivel aceptable de pureza,
mientras que los otros dos (ET40 y ET96) podrian considerarse como contaminadas por reactivos

de extraccion.

El método de preservacion de muestras de carne de tortuga marina colectadas en campo
mas ampliamente utilizado para andlisis genéticos es con etanol absoluto al 96% (Madduppa, y
otros, 2019) (Pertiwi, Sembiring, Cahyani, & Al Malik, 2020) (Valdez, y otros, 2018). Otros
autores coinciden en preservar las muestras en buffer de lisis (100 mM Tris-HCL, 100 mM EDTA,
10 mM NaCl, 1% SDS; pH 8.0) (Encalada, Eckert, & Bowen, 1994) (Nishizawa, Joseph, & Yee
Kuen, 2018) o congeladas directamente (Krestoff, y otros, 2021). En el presente estudio se reporta
por primera vez el uso de la soluciéon de ARN Later (ARNLT) y Etanol al 40% (ET40) en analisis

genéticos de tortugas marinas.
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Figura 18: Comparacion de las medias en las concentraciones de ADN segiin los métodos de preservacion aplicados.
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Figura 19: Comparacion de las medias en la relacion 260/280 (pureza) de ADN segtin los métodos de preservacion aplicados.
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9.5.3. Tipos de tejido.

El tipo de tejido influyd mucho en la obtencion de los datos. Algunas muestras con estado
de descomposicion 4 reflejaron mejores valores en calidad y cantidad de ADN que unas muestras
frescas. Aquellas en estado de descomposicion 4 fueron tomadas de ligamentos, estructuras mas
duras que el tejido muscular y que posiblemente preservarian de mejor manera el ADN, dado que
resistentes mas a los factores de descomposicion como la luz solar, humedad, salinidad, y la accion

de organismos descomponedores.

En algunos casos fue evidente la presencia de sangre (en pequefia cantidad) en estas
muestras. Las muestras con ligamento (N=71) fueron las de mayores valores de concentracion de
ADN, siendo de 94.04 = 89.9 ng pL! y los de muisculo (N=158) con 86.60 + 69.73 ng pL! (Figura
20). Sin embargo, el tipo de tejido no tuvo significancia estadistica pues presentaron un valor
p=0.497. En cuanto a los valores referentes a la pureza de los mismos, en la relacion 260/280, las
muestras de tejido muscular reflejaron un valor casi idéntico, pero ligeramente mayor a las de
ligamento, siendo de 1.598 + 0.25 y 1.594 + 0.25, respectivamente (Figura 21). Estos resultados

tampoco fueron estadisticamente significativos pues p=0.908.
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Figura 20: Comparacion de las medias en las concentraciones de ADN segiin el tipo de tejido.
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Figura 21: Comparacion de las medias en la relacion 260/280 (pureza) de ADN segtn el tipo de tejido.
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9.5.4. Estado de descomposicion.

Las investigaciones forenses y de conservacion modernas dependen en gran medida de las
muestras de ADN para la identificacion de individuos y/o poblaciones de especies. Sin embargo,
estas investigaciones a menudo se ven obstaculizadas por la degradacion del ADN y las cantidades
insuficientes de material genético, lo que esta influenciado por el tiempo, el tipo de tejido y el

medio ambiente (Krestoff, y otros, 2021).

Se presentan los resultados de concentracion y pureza de ADN, por primera vez evaluados
en tejidos blandos de tortugas marinas en estado de descomposicion con la finalidad de realizar
analisis genéticos. Para el tratamiento de los datos con ANOVA se consideraron las mismas
variables estudiadas en los casos anteriores como son concentracion de ADN y A260/280. De los
cuales se obtuvo que, tal como deberia esperarse, las muestras mas frescas mostraban mejor calidad
y cantidad de ADN. Los valores de concentracion de ADN para los estados de descomposicion
fueron de: 1 (N=39) con 145.1 £ 87.4 ng uL!; 2 (N=82) con 95.24 + 85.06 ng uL!; 3 (N=87) con
63.23 + 47.36 ng uL'; y 4 (N=21) con 66.2 + 58.1 ng L' (Figura 22). Los resultados fueron

estadisticamente significativos pues p=0.00.

Los valores en los estados de descomposicion 3 y 4 no siguen con la relacion inversamente
proporcional con la concentracion de ADN, lo cual pudo deberse a que todas las muestras en estado
4 de descomposicion fueron obtenidas de ligamentos, con los cuales, como ya se probo
anteriormente poseen valores mas altos de concentracion. Los resultados de la relacion 260/280
fueron de 1.77 £+ 0.25 para los de estado de descomposicion 1; 1.63 + 0.20 para los de estado 2;
1.54 + 0.24 para los del tercer estado de descomposicion y 1.32 £+ 0.21 para el ultimo estado de

descomposicion. Véase la Figura 23.
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Los resultados fueron estadisticamente significativos con p=0.00. Asi se determin6 que
solo las muestras en estado de descomposicion 1y 2 tuvieron una pureza aceptable (casi llegando
a la pureza Optima en el estado 1), mientras que el resto se consideraron contaminados con
reactivos de extraccion. La ecuacion de regresion para la tendencia lineal fue: Concentracion de

ADN=162.6 - 30.80 Estado de descomposicion.

De esta manera, se puso en evidencia de que si es posible extraer ADN en muestras de
tortugas marinas varadas y en descomposicion para realizar analisis genéticos como identificacion
de las especies post-mortem usando tejidos blandos como musculos y ligamentos. Esto es
respaldado con la tnica investigacion disponible relacionada con el analisis genético de los restos

mortales de tortugas marinas en estado de descomposicion realizada por (Krestoff, y otros, 2021).

Ellos realizaron un experimento de degradacion de tejidos 6seos de L. kempii en ambientes
dindmicos terrestres y marinos durante 3 afios para evaluar las concentraciones de ADN y conocer
si las muestras fueron Utiles para la secuenciacion e identificacion de una region del ADN
mitocondrial. Los investigadores determinaron que los valores obtenidos fueron consistentes y
robustos antes de los 664 dias de descomposicion, pero pudo obtenerse ADN hasta después de 1
152 dias de exposicion. También concluyeron que, si se lograra que la cantidad de ADN extraida
de las muestras sea suficiente, podria realizarse secuencias genéticas de alta calidad sin importar

el tiempo de descomposicion de las muestras.

Segun (Krestoff, y otros, 2021) los tejidos expuestos a ambientes terrestres tuvieron mayor
cantidad de ADN (26.37 ng pL! en promedio) que los expuestos en ambientes marinos (2.96 ng
uL! en promedio) incluso si estos tuvieron solo 60 dias de exposicion. Pero hubo una excepcion
a esta hipotesis, pues la tinica muestra que dio resultados positivos en la secuenciacion fue una de

las sumergidas luego de 1 152 dias.
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Esto respalda una situacion similar sucedida en el presente estudio, en el que algunas
muestras en estado 4 de descomposicion tuvieron mayor cantidad de ADN, y pureza. (Krestoff, y
otros, 2021) tuvieron y una concentracion promedio de 14.66 ng uL! de todas las muestras dseas,
siendo el intervalo de sus valores desde 1.58 ng uL™! hasta 46.27 ng uL™! mientras que en el

presente estudio se registrd una media de 88.91 + 76.41 ng pL.

9.6. Costos y peligrosidad de reactivos.

Previo a la realizacion de este estudio, se seleccionaron los protocolos y preservantes
considerando principalmente los costos y un bajo nivel de contaminacion, tomando asi en cuenta
los criterios de economicidad y accesibilidad. Los protocolos utilizados fueron relativamente
baratos a los que usan resina Chelex y kits de extraccion de ADN, los cuales pueden costar hasta
USD 450. Los costos fueron de USD 1.00 por muestra mediante el protocolo de NaCl, USD 0.13
para poder hacer los métodos de GS y GSC, los cuales compartieron el mismo valor. El primero
fue relativamente mas caro por la presencia de Proteinasa K. Asimismo, el valor de los preservantes
por mL fue de USD 4.62 para ARNLT, USD 0.05 para ET40 y 0.01 usando ET96. La suma de los
protocolos de extraccion y de los preservantes se muestra en la Figura 24, resultando en que las
muestras mas caras fueron las preservadas en ARNLT y extraidos mediante NaCl con USD 2.39

por muestra y las mas baratas con ET96 y usando GS con USD 0.13/muestra.
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Figura 25: Precio por muestra de los métodos de preservacion y de extraccion, en conjunto.
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9.6.1. Peligrosidad de reactivos.
Las indicaciones de peligro de los reactivos SDS, Proteinasa K y Etanol se muestran en la Tabla 5
y en Anexos se muestran las descripciones de los mismos con sus consejos de prudencia segun
(MSDS, 2023). Se determind que, siendo NaCl el protocolo que usa estos tres reactivos es
relativamente mas peligroso para la salud pero igualmente contaminante para el medio ambiente

que GS y GSC. Mientras que el primero tiene 9 indicaciones de peligro, los otros dos tienen 6.

Tabla 5: Indicaciones de peligrosidad de los reactivos con algiin grado de peligrosidad segiin (MSDS, 2023).

Protocol
Reactivo NI::;CO (;) sTGsc Indicacion de peligro (MSDS, 2023)
H302
, , i H315
SDS Si Si | Si 18
H412
H315
H317
Proteinasa K Si No | No H319
H334
H335
) . . H225
Etanol Si Si | Si 119
Total de indicaciones | 9 6 6 9

9.7. Viabilidad de los protocolos utilizados.

En este apartado se ofrecera una recopilacion de los criterios evaluados anteriormente para
definir el mejor protocolo en términos de efectividad en los andlisis genéticos, sencillez en su
aplicacion, economicidad y contaminacién o peligrosidad. Cabe recalcar que el tiempo que
demoraban en procesarse todas las muestras en los protocolos era relativamente igual, y esto
sucede porque las fases de extraccion eran basicamente las mismas, por lo que este criterio no se

tomo en cuenta.
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Los criterios evaluados fueron: ausencia de eventos de contaminacion, cantidad de curvas
de ADN fidedignas seleccionadas cualitativamente, concentracion y pureza de ADN,
economicidad y peligrosidad. Se obtuvo como resultado que el método de extraccidon que cumple
de mejor manera con estos criterios fue el de Gradiente de Sales (GS) seguido del método de sal
comun (NaCl) y finalmente el de Gradiente de Sacarosa (GSC). Asimismo, en cuanto a los
preservantes, el mejor resultoé ser ARN Later seguido de etanol al 40% y por tltimo etanol al 96%.
Estos resultados brindan un enfoque diferente sobre el uso de etanol al 96% en su mayoria usado
para la preservacion de carne de tortuga marina. El promedio entre ARNLT de 1.5 con el de ET40
de 1.8 no es tan distante, por lo que los beneficios de economicidad del ET40 ofrecen una buena

alternativa para el estudio genético. Véase la Tabla 6.

Tabla 6: Posicion de los métodos de extraccion (arriba) y preservacion (abajo), siendo 1 el valor mas conveniente y 3 el método

menos conveniente segun los criterios.

Ausenciade | Cantidad de .
Concentracion| Pureza de . . . .
Protocolo eventos de curvas Economicidad | Peligrosidad | Promedio
L _— de ADN ADN
contaminacion| fidedignas
GS 2 1 1 2 1 1 1.3
GSC 3 3 2 3 2 1 2.3
NaCl 1 2 3 1 3 2 2.0
Ausenciade | Cantidad de -
Concentracion| Pureza de . . . .
Preservante | eventos de curvas Economicidad | Peligrosidad | Promedio
L - de ADN ADN
contaminacion | fidedignas
ARNLT 1 1 2 1 3 1 15
ET40 2 2 1 2 2 2 1.8
ET96 3 3 3 3 1 2 25
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10. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

10.1. Conclusiones.

Luego de haber comparado “tres protocolos de extraccion de ADN en carne de tortuga
marina mediante el andlisis y cuantificacion del dacido nucleico para la obtencion de un método
sencillo, economico, reproducible y no contaminante’; se concluye que, el protocolo por gradiente
de sales (GS, 55% de modificacion) resultd ser el mas conveniente segun los criterios evaluados,
seguido del método de NaCl (sin modificaciones) y como peor opcion el de GSC (61%
modificado). El método de extraccion quimica (usando sales y agentes quelantes) por el protocolo
GS, a pesar de tener una probabilidad promedio de contaminacion de sus muestras del 26.78%
(Probit, 95% de confianza), fue el protocolo con mejores resultados en concentracion de ADN (120
+73.85 ng uL™!, ANOVA, p=0.000) y con una pureza 260:280 aceptable de 1.60+0.23 (ANOVA,

p=0.043).

El método de NaCl basado en extraccion mixta (quimica y enzimatica) fue el segundo con
los mejores resultados, pues fue el que menos reflejo6 eventos de contaminaciéon con una
probabilidad del 6.17%. Sin embargo, la concentracion de ADN de este método fue muy bajo con
49.60 = 70.83 ng uL!y una pureza 260:280 de 1.64+0.25, siendo esta Gltima la mejor registrada

entre los tres protocolos evaluados.

Es probable que el método menos conveniente para la extraccion de ADN en muestras de
tortuga marina sea el de GSC. Este método tuvo el segundo valor promedio mas alto en
concentracion (101.91 = 64.92 ng pL™!) que puede explicarse por la gran probabilidad de eventos
de contaminacién (37.97%), lo cual a su vez se fue reflejado en sus bajos valores de pureza con

una media de 1.54+0.27.
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El protocolo de GS fue 87.15% y 0.3% mads barato (USD 0.13/muestra) que el NaCl (USD
1.00/muestra) y GSC (USD 0.13/muestra), respectivamente. Asimismo, los métodos de GS y GSC
fueron 33.33% menos contaminantes y peligrosos para el medio ambiente y el operador

comparando con el método de NaCl.

Otros resultados de este estudio cumplen con el objetivo de “evaluar la calidad y cantidad
de ADN segun la procedencia de la muestra valorando sus estados de descomposicion y el tipo de
tejido”. Se obtuvo una relacion inversamente proporcional entre el estado de descomposicion y la
concentracion y calidad de ADN con valor p=0.000, mostrando que las diferencias fueron
estadisticamente significativas. Lo que hace de este estudio el primero en extraer ADN en muestras

de tortugas marinas varadas en diferentes estados de descomposicion.

Las diferencias entre los tejidos evaluados fueron poco significativas con p=0.497 para
concentracion y de p=0.908 en valores de pureza; siendo los valores de concentracion de ADN
obtenido en ligamentos un poco mas altos (94.04 + 89.9 ng pL!") que los obtenidos de musculos
(86.60 £ 69.73 ng uL'); y de pureza casi idénticos 1.594 + 0.25 y 1.598 + 0.25, respectivamente.
Por lo que se concluye que, estadisticamente, usar ligamentos o musculos no deberia influir en los
resultados. Sin embargo, es necesario destacar que las muestras de ligamentos fueron obtenidas,
en su mayoria, en los especimenes mas descompuestos. Por lo que resultaria mas conveniente

procurar obtener las muestras de ligamentos al realizarse la colecta de muestras en el campo.

En el objetivo cuya finalidad fue “evaluar dos métodos de preservacion de muestras
mediante el andlisis de la pureza, calidad y cantidad de dcidos nucleicos para el desarrollo de
una técnica estandarizada con carne de tortuga marina”, se tomaron en cuenta los preservantes

la solucion de ARN Later (ARNLT), Etanol al 40% (ET40) y Etanol al 96% (ET96).
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Los dos primeros corresponden al primer registro del uso de estos para la preservacion de
ADN en muestras de tortugas marinas. Los resultados no fueron estadisticamente significativos
para concentracion y pureza de ADN con p=0.314 y 0.228, respectivamente. El preservante con
mayores valores de concentracion de ADN fue ET40 con 97.51 + 57.14 ng uL"! seguido de ARNLT
con 93.90 + 83.14 ng uL!y finalmente ET96 con 79.48 + 76.72 ng uL"!. Los valores de pureza
fueron mas altos en ARNLT con 1.63 + 0.21, ET40 con 1.58 = 0.27 y nuevamente ET96 con el
valor mas bajo de 1.57 = 0.27. Los valores por mL fueron de USD 4.62 para ARNLT, USD 0.05
para ET40 y 0.01 usando ET96. Por lo que, en base a los criterios anteriores, la mejor opcion en
términos de efectividad para los andlisis genéticos y economicidad, seria el preservante ET40, el

cual podria aplicarse en muestras de carne de tortuga marina.

10.2. Recomendaciones.

Para la aplicacion de estudios similares, se recomienda suma discrecion en la coleccion de
muestras especialmente en vertebrados marinos en estado de descomposiciéon. Recordando que
son una fuente activa de contaminacion, se recomienda el uso del equipo adecuado como guantes,
y mascarilla facial en el campo; asi como el permanente uso de éstos junto con el mandil dentro
del laboratorio. En la extraccion del ADN se recomienda seguir los protocolos al pie de la letra,
sin omision de pasos o errores que podrian resultar en valores de baja credibilidad. Por lo que se
recomienda ser metddicos, cuidadosos, asépticos y estratégicos. Los equipos utilizados en

espectrofotometria deberian ser manipulados con mucho cuidado.
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Anexo 1: Tabla de modificaciones

12. ANEXOS

Protocol
0

Total de

criterios

Presencia
modificados

de

criterios

Ausencia
modificados

de

criterios

Porcentaje
modificacion

de

Porcentaje
parentesco

de

NacCl

26

17

9

65.38

34.62

GS

43

24

19

55.81

44.19

GSC

44

27

18

61.36

40.91

Anexo 2: Tabla de referencia para valorar estados de descomposicion.
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Anexo 3: Resumen de las cantidades y concentraciones de los reactivos utilizados.

Fase de extraccion Reactivo Cloruro de Sodio Gradiente de sales Gradiente de sacarosa
Concentracion | Cantidad () [Temperatura (°C)[ Velocidad (rpm) | Tiempo (min) | Concentracion | Cantidad () [ Temperatura (°C)] Velocidad (rpm) | Tiempo (min) | Concentracion [ Cantidad () | Temperatura (°C) [ Velocidad (rpm) | Tiempo (min)
Tris-HCI 0.05 M 300 0.01 M 300 001 M 300
EDTA 01M 300 0.002 M 300 0.0015 M 300
KCI 001 M 300
Lisis celular MgCI2 0.01 M 300 0.005 M 300
Sacarosa 032 M 300
SDS 10 % 70 10 % 40 10 % 40
Proteinasa K 20 mg/mL 20
Incubacion 55 15 55 15 65 30
Desnaturalizacion de |\, 5M 200 M 150 5M 200
proteinas
Centrifugacion 10000 5 12000 5 10000 5
Extraccion de sobrenadante 800 500 500
Precipitacion |Etano| 100 % 800 100 % 1000 100 % 1000
Purificacion IAcetato de sodio 3M 80 3M 50 3M 50
Congelacion -20 Toda la noche -20 Toda la noche -20 Toda la noche
Centrifugacion 10000 5 10000 5 10000 5
Lavado IEtanOl 70 % 800 70 % 1000 70 % 1000
Centrifugacion 12000 5 10000 5 10000 5
Resuspension IAgua ultrapura 50 50 50
Incubacion 65 15 65 15
Anexo 4: Seleccion de las mejores muestras de cada uno de los 18 especimenes.
Estado de Tipo de Meétodo de Meétodo de
# Codigo descomposicién tejido extraccion preservacion Concentracion de ADN A260 (Abs) A280 (Abs) 260/280 260/230
20 ACIB051XLT2 3 Ligamento NaCl ARNLT 429 6 ng/ul 8.592 498 1.73 1.19
144 OL25051X1.T2 2 Musculo NaCl ARNLT 119.9 ng/ul 2.399 1.465 1.64 0.69
244 MB17051YLATG 2 Musculo GS ARNLT 127.3 ng/ul 2.546 1.513 1.68 0.48
248 MB17052YET6 3 Ligamento GS ET9% 199.1 ng/ul 3.982 2258 1.76 13
261 AC2I051YLTE 3 Misculo GS ARNLT 35.1 ng/ul 1.702 0.981 1.73 0.43
268 MV23051YLT6 4 Ligamento GS ARNLT 66 ng/ul 1.32 1.047 1.26 0.28
275 AC24051YLTS 4 Ligamento GS ARNLT 159 ng/pl 3.18 2118 1.5 0.62
285 AC24052YLT6 4 Ligamento GS ARNLT 101.3 ng/ul 2.027 1.586 1.28 032
220 AC24053YLTS 2 Ligamento GS ARNLT 321.3 ng/ul 6.426 32 2.01 0.98
308 OL25052YLT6 2 Misculo GS ARNLT 72.5 ng/ul 1.449 0.943 1.54 0.28
316 OL25053YLT6 3 Mhsculo GS ARNLT 1159 ng/ul 2319 1.521 1.52 0.29
322 OL25054YLTs 3 Musculo GS ARNLT 63.1 ng/ul 1.261 0.806 1.56 0.26
337 CU25051YET6 3 Musculo GS ET%6 1372 ng/ul 2744 1.959 14 032
347 SE28051YLTS 1 Musculo GS ARNLT 256.4 ng/ul 5.129 2455 209 0.77
357 BA31051YLT6 1 Musculo GS ARNLT 202 ng/ul 404 2115 1.91 0.62
379 ACI8052YLTS 2 Musculo GS ARNLT 156.8 ng/ul 3.135 1.791 1.75 0.55
463 CH24051ZET403 2 Musculo GSC ET40 172.3 ng/ul 3.447 2117 1.63 0.45
525 SAM061ZET3 3 Musculo GSC ET9% 192.5 ng/ul 3.85 2215 1.74 0.66
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Anexo 5: Tabla de metadatos con los criterios usados para la identificacion de las especies.
Namero | Cédigo Ubicacion Cantén | Plya | Estacion Medidas Nmero de escamas Edad Sexo | Especie Muerte incidental u objetivo Estadode |\ o cira tomada de | Tipo de tejido
descomposicion
Lat Long LC (cm) AC (cm) LR (cm) AR (cm) Centrales Laterales Ventrales Oculares Presencia Causa Ectoparasitos Evidencia
1 MB17051 |2°13'58.85"S |80°57'47.22"W Mar Bravo E3 82 80 80 63 5 4 4 2 Adulta Macho CM Si Colision No Caparazon roto 3 Bicep: Aleta Musculo
2 MB17052 |2°15'9.23"S  |80°56'36.88"W Mar Bravo E3 69 67 64 55 5 4 4 2 Adulta Hembra Cc™M No ND No ND 3 Hombro Ligamento
3 AC18051 |2°18'35.11"S [80°53'59.02"W | Salinas Anconcito E2 46 45 44 40 5 4 4 ND Juvenil ND CM No ND No ND 2 Cloaca Ligamento
4 AC18052 |2°18'10.89"S |80°54'18.70"W Anconcito E2 68 67 66 58 ND 4 ND 2 Adulta Macho CcM Si Colision Si Caparazon roto 2 Bicep: Aleta Musculo
5 AC21051  |2°17'53.78"S |80°54'33.66"W Anconcito E2 62 60 61 50 ND ND 4 2 Adulta Hembra Cc™M No ND No ND 3 Bicep: Aleta Misculo
6 MV23051 [2°3.168'S 80°44.112'W | Santa Elena | Monteverde E7 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND No ND 4 Bicep: Aleta Ligamento
Tejido conectivo
7 AC24051 |2°17'49.01"S |80°54'37.39"W Anconcito E2 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND No ND 4 interno del caparazén| Ligamento
seco
Tejido conectivo
. " . ' " - interno seco y -
8 AC24052  [2°17'53.32"S |80°54'34.02"W | Salinas Anconcito E2 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND No ND 4 L iy Ligamento
recubrimiento 6seo
(ligamentos)
Caparazon
. » . . " " -~ Tejido conectivo .
9 (AC24053  [2°18'10.48"S [80°54'19.11'W Anconcito E2 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND Si Colision No destrozado, restos 2 interno Ligamento
Caparazon
destrozado, restos
10 CH24051  (2°24'19.12"S [80°41'33.99"W Chanduy E1l ND ND ND ND ND ND ND ND Adulta Hembra CcM Si Colision No separados, sin 2 Bicep: Aleta Msculo
cabeza, sin aleta
superior izquierda
Craneo roto, parte
11 OL25051  [1°47'33.67"S [80°45'40.30"W Olén E9 68 66 56 44 ND ND 4 ND Adulta Hembra Cc™M Si Colision No superior del 2 Bicep: Aleta Msculo
caparazon roto
Hilo de nailon que
Santa Elena recorria todo su
tracto digestivo desde
12 OL25052 [1°47'34.96"S [80°45'40.42"W Olén E9 57 53 55 39 5 4 4 2 Juvenil Hembra CM Si Anzuelo No la boca hasta la 2 Bicep: Aleta Mdsculo
cloaca. Anzuelo
atrapado en su
interior.
13 |oL25053  |1°4632.44" [80°45'55.99"W olén E9 68 ND 65 ND ND ND ND ND Aduta | Hembra | CM si Colision No :‘:l'fd del caparazén 3 Bicep: Aleta Misculo
14 OL25054  [1°46'19.42"S [80°45'59.05"W Olon E9 63 71 57 50 7 7 4 4 Adulta Hembra Lo No ND No ND 3 Bicep: Aleta Msculo
15 CU25051  [1°45'46.90"S |80°46'7.81"W Curia E9 3 70 67 56 ND ND ND ND Adulta Hembra CcM No ND Si ND 3 Bicep: Aleta Msculo
La muestra fue
obtenida por medio de
16 SR28051 ND ND Salinas | Santa Rosa E4 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND Si Faenamiento ND una familia que 1 Pectoral Musculo
acostumbra el
consumo de la tortuga
Presentaba la parte
frontal de la cabeza
(nariz, boca)
17 BA31051 |2°12'07.99"S |80°52'21.54"W Ballenita E6 59 58 53 42 5 4 4 2 Juvenil Hembra CcM Si Colision Si sangrante, parte del 1 Bicep: Aleta Msculo
caparazon
evidenciaba golpes o
Santa Elena la accién de cuchillos
La tortuga estaba sin
cabeza ni
18 SAQ4061  |1°53'4.95"S  [80°44'4.31'W San Antonio E8 ND ND ND ND ND ND ND ND Juvenil Hembra ND Si Colision No extremidades. EI 3 Hombro Msculo
caparazon estaba roto
en la parte inferior
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Anexo 6: Linea de regresion para el criterio de estados de descomposicion.
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Anexo 7: Grafica de interacciones de concentracion de ADN para todos los criterios.
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Anexo 8: Grafica de interacciones para la pureza en todos los criterios analizados.
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Evidencia fotografica.

Codigo de
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Evidencia de pesca incidental
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Anexo 9: Identificacion del especimen y toma de  Anexo 10: Zona de corte y extraccion de muestra
muestra. en bicep.

Anexo 11: Muestras secandose luego de haber sido  Anexo 12: Corte de 50g de 24 rlcas de cada
lavadas con agua destilada. muestra.

Anexo 14: Ejemplo de pellet de ADN extraido.
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