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RESUMEN:

Los factores que afectan a la aparicién de anomalias en especies de vida silvestre son muy
diversos, por lo que su estudio es importante para la conservacién y gestién de las poblaciones. En
este trabajo fin de grado se caracterizan los datos de las malformaciones encontradas en tortuga mora
(Testudo graeca) a lo largo de diferentes afios de censo recopilados por el Area de Ecologia. Se realiza
un analisis de las anomalias en funcién del tipo de malformacién, de las caracteristicas del individuo,
de la diversidad genética y de la precipitacion. De los resultados obtenidos se ha podido identificar que
la frecuencia de malformaciones en tortuga mora es mayor en las placas marginales que en las
vertebrales; que no existen diferencias significativas en cuanto al sexo o a la edad; y que aumenta la

aparicidon de anomalias conforme nos alejamos del origen de expansion en la cuenca de Vera (Almeria).

ABSTRACT:

The factors that affect the appearance of anomalies in wildlife species are very diverse, that is
why it is really important to study them in order to preserve and manage the populations. In this final
degree project are typified the malformation data found in the spur-thighed tortoise (Testudo graeca)
compiled by the Ecology Department during the different years of census. An analysis of the anomalies
of tortoises has been done considering the type of malformation, the characteristics of the individuals,
genetic diversity and precipitation. From the obtained results we have identified that the frequency of
malformations is bigger in the marginal scutes than in the vertebral ones; there are no significant
differences regarding sex or age; and lastly, the appearance of anomalies rises according to the

distance from the origin of the expansion in the basin of Vera (Almeria).
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1. Introduccién

Cambio global y efectos en las poblaciones silvestres

Durante las ultimas décadas se ha detectado un aumento muy significativo de la tasa de
extincion de vertebrados a escala global. Entre los factores principales que amenazan la biodiversidad,
se encuentran los cambios de uso del suelo y las variaciones climaticas (Sala et al., 2000). La
intensificacién agricola, la urbanizacion y las infraestructuras viales conducen inevitablemente a la
fragmentacion de los habitats e incrementan el aislamiento de las poblaciones, con consecuencias
directas sobre su viabilidad al desencadenar procesos como la endogamia (pérdida de variabilidad
genética). Por otro lado, las variaciones climaticas son producidas como consecuencia del cambio
climatico provocando alteraciones en la adecuacién de las especies a sus areas actuales de
distribucidn. Es por ello que, desde la Biologia de la Conservacion, se tiene interés en el estudio de la
distribucidn de las especies, su demografia, aspectos de comportamiento y de fitness (Hunter, 2006).
El concepto de fitness hace referencia a la eficacia bioldgica de los individuos para sobrevivir y
reproducirse, y se relaciona con caracteristicas anatdmicas, fisioldgicas, comportamentales y relativas
al ambiente. Estos aspectos nos van a permitir diagnosticar y evaluar las posibles amenazas, con la

finalidad de establecer medidas de gestién y conservacion de las poblaciones silvestres.

En el contexto de crisis global de biodiversidad actual, merecen una atencion especial los
reptiles. Recientemente, muchas especies de reptiles han sufrido un grave declive de sus poblaciones,
una reduccidn drastica de su drea de distribucion e incluso, en algunos casos, se han extinguido (Marco,
2015). Los reptiles son especialmente sensibles a extinciones locales por su dificultad para la dispersién
y recolonizacion. Esta limitacion ecoldgica se debe a restricciones fisioldgicas, la relativamente baja
movilidad y la filopatria de este grupo. A su alta sensibilidad se suma el desconocimiento de las causas
que provocan la mortalidad masiva, lo que plantea graves problemas a la hora de disefiar estrategias
para su conservacion. Las tortugas estdn entre los vertebrados mas amenazados, con
aproximadamente mas de la mitad de las 300 especies conocidas amenazadas de extincién (Rhodin et

al., 2011).

Los reptiles, como otros organismos, cuando se encuentran en condiciones subdptimas
generadas por condiciones ambientales extremas o debido a la fragmentacidn de las poblaciones,
pueden desarrollar caracteres anémalos, por exceder su capacidad de autorregulacion al estrés. La
presencia de anomalias, malformaciones o asimetrias en animales de vida silvestre puede servir como
un indicador de la alteracién en el desarrollo, una variable correlacionada con el fitness de las
poblaciones (Velo-Antén et al., 2011). Una anomalia es una deformidad de la estructura del organismo

o de alguna de sus partes, provocada por un proceso anormal del desarrollo, especialmente congénito
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(Cuadro 1). Asi, individuos de poblaciones con algun tipo de estrés normalmente presentan niveles
mas altos de anomalias que los individuos de poblaciones con carencia de estrés (Velo-Antén et al.,

2011).

Cuadro 1. Ejemplo de anomalia.

Un ejemplo de anomalia es la polidactilia, una anomalia congénita que afecta a las extremidades
provocando la aparicidon de un numero mayor de dedos al normal de cada especie (Martinez Silvestre

et al., 1997).

Polidactilia en un ejemplar de Testudo graeca observado en libertad en el sureste ibérico. Fuente:

Marina Moreno Fuentes.

Existen factores intrinsecos (genéticos y fisioldgicos) y extrinsecos (ambientales) que pueden
afectar gravemente el proceso de desarrollo embrionario, pudiendo ser responsables de la aparicién
de ciertas anomalias (Moustakas-Verho et al., 2014). Durante dicho desarrollo embrionario, los
factores ambientales desempefian un papel importante en la formacién de las crias, no solamente en
la determinacion del sexo, también en el crecimiento. De igual forma, sustancias contaminantes
procedentes de actividades industriales y agricolas que son incorporadas a las cadenas tréficas,
pueden afectar y generar diversas anomalias en las tortugas (Barcenas et al., 2009). Por ejemplo, los
rasgos que son expresados en ambas partes de un organismo bilateral pueden desarrollarse de forma

asimétrica entre los lados izquierdo y derecho (Rivera et al., 2008).




Segln un estudio de Blaustein y colaboradores (2003), en Estados Unidos aparecieron
malformaciones en anfibios, con una frecuencia anormalmente alta (muy superiores al 5%, el nivel
maximo considerado normal). Estas malformaciones incluian infecciones en la piel, patas o dedos
supernumerarios y ausencias o malformaciones de las patas traseras. Afectaron a mas de 60 especies,
y crearon gran alarma social al ser relacionadas con posibles alteraciones del medio, tales como un
incremento de los niveles de radiacién, el uso desmesurado de insecticidas o fertilizantes u otros
agentes quimicos. Esto indica que el estudio de las anomalias en animales salvajes puede ser el primer
sintoma para evaluar como de saludables se encuentran las poblaciones, y detectar asi factores
intrinsecos o extrinsecos que les estén afectando. Si los factores son debidos a condiciones
ambientales o contaminacién, pueden ser ademas, un bioindicador del medio, con gran potencial para

detectar de forma temprana posibles alteraciones ambientales con incidencia en la salud publica.

El estudio de los impactos generados por los humanos tanto indirectamente, (como la
fragmentacion y destruccion del habitat) como directamente (recoleccidon masiva de ejemplares) han
sido estudiados en poblaciones de tortuga, al ser organismos de larga vida y baja capacidad de
dispersidn, como es el caso de Testudo graeca en el sureste peninsular. En este trabajo fin de grado,
se realiza por primera vez una evaluacidn de las anomalias presentes en las placas del caparazén de
tortuga mora en el sureste ibérico, estudiandolas en profundidad en funcién de las caracteristicas del

individuo, la diversidad genética y los factores meteorolégicos.

Testudo graeca como modelo de estudio

La mayoria de reptiles, y en especial las tortugas, son excelentes modelos para estudiar
variaciones en el desarrollo de su morfologia, ya que las anomalias son facilmente identificables en
forma de malformaciones en el nimero de placas del caparazén (Figura 1) (Velo-Antén et al., 2011).
Por esta razoén, la especie elegida para realizar el estudio sera la tortuga mora del sureste ibérico, ya
gue es una zona de estrés por sequia y existen grandes diferencias en cuanto a la diversidad genética
entre poblaciones (Gracid, 2013). Son tres las causas mas propuestas para dar respuesta al origen de
estas malformaciones: condiciones de temperatura y restricciones de humedad en la incubacién;
condiciones de su ubicacién geografica en su distribucién; y pérdida de diversidad genética (Velo-

Anton et al., 2011).



Figura 1: Anomalia en el caparazdn de un individuo de Testudo graeca: ausencia de placas vertebrales. Fuente:

Marina Moreno Fuentes.

La tortuga mora pertenece al género Testudo y a la familia Testudinidae (tortugas terrestres).
Las especies del género Testudo se reparten en una gran diversidad de habitats: zonas de bosque claro,
praderas, matorrales de estepa o matorrales subdesérticos en el sureste ibérico. Los principales
factores de amenaza que afectan a la supervivencia y al fitness de las poblaciones de la especie en el

sureste ibérico son:

- Lapérdiday fragmentacion de su hdbitat. Este factor esta considerado como una de las causas

principales de la actual crisis de biodiversidad (Santos et al., 2006). Los ecosistemas aridos
mediterraneos del sureste de la Peninsula Ibérica contienen una excepcional concentracion de
especies y altos indices de endemismos. Paisajes y vegetacion han evolucionado con practicas
agricolas y ganaderas tradicionales, pero recientemente estdn siendo fuertemente
modificados por distintos tipos de explotaciones (Pefias de Giles et al., 2006): cambios de usos
del suelo, la construccidn de nuevas infraestructuras y creaciéon de nuevos regadios. La pérdida
y fragmentacién de su hdabitat es una amenaza ya que conlleva la parcelacién del lugar con un
gran grado de aislamiento (Alvarez-Romero et al., 2008), consecuencia muy grave ya que las
tortugas presentan una capacidad de movimiento limitada.

- Erosién poblacional por extraccion. El segundo factor de amenaza de la tortuga mora es

consecuencia de su representacidén en nuestra cultura como especie doméstica o mascota. A
pesar de su estado de proteccién, continla capturandose para mantenerla en cautividad en
patios y jardines. Este fendmeno de extraccion estd teniendo un importante efecto en las
poblaciones naturales, originando una disminucion demografica (Ibafiez et al., 1989). Ademas,

la cria en cautividad puede generar piramidismo, que consiste en una malformacién del



caparazon de las tortugas terrestres que se manifiesta estructuralmente como un crecimiento
vertical en piramide de los escudos que lo conforman.

- Otros factores. Ante el problema de la cautividad de la tortuga mora, tradicionalmente se han
llevado a cabo actuaciones de recogida de individuos cautivos para su suelta posterior en el
medio natural. Este tipo de medidas con fines conservacionistas pero ineficazmente
controladas, entrafian notables riesgos para las poblaciones silvestres, asociados a la
transmisién de enfermedades como la rinitis crénica, y a la posible pérdida de caracteristicas
genéticas locales, a la vez que no afronta las principales amenazas de la especie anteriormente
nombradas: pérdida de habitat y captura de individuos (Giménez et al., 2004) También afectan
negativamente a la especie perturbaciones como los incendios, las sequias y el cambio

climatico.

En base a controlar y regular estos factores, la legislacién es un importante punto de apoyo.
La tortuga mora es una especie amenazada en el sureste ibérico, cuyo marco legal de proteccién viene

definido a diferentes escalas en el cuadro 2.

Cuadro 2. Marco legal de proteccidn de Testudo graeca a diferentes escalas.

- A escala internacional, la especie aparece recogida en los anexos del Convenio CITES (Convenio sobre
Comercio Internacional de Especies Amenazadas de la Faunay Flora Silvestres), en el Convenio de Berna
(Convenio sobre la conservacion de la vida silvestre y del medio natural), y en la Lista Roja elaborada
por la Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) en la cual aparece como especie
Vulnerable.

- A escala europea, aparece en la Directiva 92/43/CEE del Consejo, relativa a la conservacion de los
habitats naturales y de la fauna y flora silvestre, donde se la incluye en el Anexo Il (especies animales y
vegetales de interés comunitario para cuya conservacion es necesario designar zonas de especial
conservacion o ZEC’s) y en el Anexo IV (especies animales y vegetales que requieren una Proteccién
estricta).

- A escala nacional, esta incluida dentro de la normativa espafiola en el catdlogo Nacional de Especies
Amenazadas, considerada de Interés Especial por el Real Decreto 439/1990. El libro rojo de los
vertebrados de Espafia la cataloga como especie En peligro.

- A escala autondmica, se define como Vulnerable en el Catdlogo de Especies Amenazadas de la Region
de Murcia que emana de la Ley de la Fauna Silvestre, Caza y Pesca fluvial (Ley 7/95). Las Islas Baleares
disponen de un Plan de Conservacion aprobado para la especie (BOIB nim. 112 de 1 de agosto de 2009).
Mientras que el PN de Dofiana cuenta con de un Programa de Seguimiento de Procesos y Recursos
Naturales, y esta catalogada como especie en Peligro de extincién en Almeria por el Catadlogo andaluz

de especies amenazadas (Gracia et al. 2015).




Patrdn de expansion de la especie de estudio

El origen de la poblacidn de tortuga mora en el sureste ibérico se dio hace unos 20000 afios
por la llegada de algunos individuos desde el norte de Africa (Gracia et al., 2013). Anteriormente,
debido a la ausencia de registro fésil para T. graeca en el oeste de Europa y especialmente tras el
trabajo de Alvarez et al. (2000), se extendié en el ambito cientifico-conservacionista la consideracién
no contrastada de que la tortuga mora era una “especie introducida” en el sureste ibérico (Gracia,

2013).

El punto de llegada de la especie a esta poblacién ha sido estudiado analizando las similitudes
genéticas entre la poblacién del norte de Africa y la poblacién del sureste ibérico (Gracia, 2013). Se
estima que ese punto inicial de la poblacidn se puede encontrar en la Cuenca de Vera y que a partir de
ahi se ha expandido a lo largo de mas de 60 kilémetros entre las provincias de Murcia y Almeria. Al
comparar entre si las diferentes poblaciones del sureste ibérico, encontramos que la diversidad
genética disminuia al aumentar la distancia a la cuenca de Vera (Gracia, 2013), siguiendo un patron

singular llamado surfing genético (Klopfstein et al., 2009).

La teoria del surfing genético ha sido descrita a partir de simulaciones y estudios para
expansiones naturales de especies con baja densidad y poca capacidad de dispersion (Excoffier et al.,
2009). Segun este concepto, sélo las variantes genéticas situadas en el frente de avance de la
expansion colonizan el nuevo territorio (Hallatschek et al., 2007). Asi, a medida que avanza la
expansion se pierde diversidad genética, se generan gradientes e incluso sectores homogéneos y se
alcanzan fuertes diferencias en poco espacio. Por azar, algunas variantes genéticas que eran raras al
inicio pueden volverse frecuentes en lugares distantes del foco de expansién, del mismo modo que
otras inicialmente frecuentes pueden llegar a desaparecer. La dispersion de la tortuga mora en el
sureste ibérico probablemente presentd estas caracteristicas, por lo que la estructura espacial de esta
poblacién constituye uno de los primeros ejemplos de surfing genético en vertebrados (Gracia et al.,

2013).



2. Antecedentes vy objetivos

Se han realizado algunos estudios internacionales sobre anomalias en diferentes especies de
tortugas terrestres y marinas (Velo-Antén et al., 2011; Buica et al., 2014; Loehr, 2016), pero no se habia
realizado hasta ahora un andlisis de las malformaciones que posee la tortuga mora en el sureste
ibérico. Por ello, y gracias a los datos de campo y datos genéticos recopilados sobre T. graeca por el
Area de Ecologia de la Universidad Miguel Hernandez de Elche desde hace mas de diez afios, se ha
podido realizar un estudio de las anomalias que posee esta especie en las provincias de Murcia y

Almeria.

El objetivo principal del presente trabajo es analizar las anomalias morfoldgicas que poseen
las poblaciones de T. graeca en el sureste ibérico y los factores que influyen en ellas. Los objetivos

especificos son:

- Describir los tipos de anomalias y su distribucidon en el caparazén de tortuga mora.

- Analizar la relacion de estas anomalias con las diferentes caracteristicas del individuo: madurez
sexual, sexo, edad y afio de nacimiento.

- Analizar la distribucion geografica de estas malformaciones en las diferentes sierras del area
de estudio.

- Estudiar la relacién de la aparicién de las anomalias morfoldgicas con la variabilidad genética
de las diferentes poblaciones.

- Considerar si las variables ambientales, en este caso la precipitacidon anual, constituyen un

factor condicionante en la presencia de malformaciones.



3. Material y métodos

3.1. Sistema de estudio

La tortuga mora, Testudo graeca graeca (Linnaeus, 1758), pertenece al género Testudo, el cual
se distribuye principalmente por la regidn norteafricana, el este del continente europeo llegando por
el suroeste asiatico hasta Irdn y por el suroeste de Europa en las poblaciones ibéricas (Linnaeus, 1758).
En la Figura 2, se puede observar codmo se distribuyen las subespecies de T. graeca. Las areas

destacadas en gris claro representan zonas de Asia en las cuales se desconoce que subespecies habitan.
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Figura 2: Distribucion de las subespecies de Testudo graeca. Fuente: Gracia et al. (2017).

La subespecie, T. g. graeca, se distribuye por el norte de Africa y por el sur de Europa,
encontrandose pequefias poblaciones en las Islas Baleares, en el Parque Nacional de Dofiana y en el
sureste ibérico (sur de Murcia y Norte de Almeria). Estas Ultimas poblaciones se encuentran en nuicleos
aislados. Vive en habitats aridos o semiaridos, con pocas lluvias y predominio de matorrales y arbustos

pequefios, en entornos tipicamente mediterraneos (Anaddn et al., 2006).

En relacién con la morfologia, su caparazén es abombado y de tonos amarillentos a verde oliva,
aunque algunos ejemplares presentan un caparazén casi negro. Las placas que forman este caparazon
suelen tener los bordes negros y una mancha negra en su interior. En el sureste ibérico, a partir de
individuos capturados en dieciocho localidades del area de distribucion, se obtuvo que el peso medio
para las poblaciones estudiadas es de 340 g con una longitud espaldar que varia entre 34 y 170 mm

con una longitud media de 110 mm aproximadamente (lbafiez Gonzalez et al., 1989).



La tortuga mora presenta un claro dimorfismo sexual, siendo los aspectos mas evidentes que:
las hembras son mayores que los machos, tardan mds en alcanzar la madurez sexual (a los ocho o diez
afios; Rodriguez-Caro et al., 2013) y la placa supracaudal de las hembras es plana mientras que la de

los machos es curva (Ibafiez Gonzalez et al., 1989).

Algo caracteristico de la tortuga mora y que la distingue de la tortuga mediterranea, es que la
placa que esta encima de la cola (placa supracaudal), no estd dividida. Tienen cinco uias en las patas
delanteras y cuatro en las traseras, y en la parte posterior del muslo tienen un espolén, otra

caracteristica mas que las distingue de las otras especies de Testudo (Giménez et al., 2004).

La tortuga mora es un animal ectotermo y por ello presenta unos marcados patrones de
actividad, tanto estacionales como diarios, dependiendo de las condiciones ambientales (Pérez et al.,
2002). En el sur peninsular, presenta dos periodos de inactividad, en verano y en invierno, alternados
con periodos de actividad, en primavera y otofio. Por su actividad restringida y variable, la tortuga
mora resulta una especie de muy baja detectabilidad, aun en poblaciones de altas densidades
(Rodriguez-Caro et al., 2017). Esto hace que estimas sobre su abundancia o sobre el estado
demografico de sus poblaciones requieran de un gran esfuerzo de prospeccién (Ibafiez Gonzélez et al.,

1989).

Las tortugas son animales muy longevos, caracterizados por una alta supervivencia de adultos
y baja de juveniles (Diaz-Paniagua et al., 2001). Por ello, la estabilidad demografica de sus poblaciones
es muy sensible a la mortalidad de adultos, mientras que variaciones en la fecundidad, éxito de las
puestas o supervivencia juvenil tienen una menor influencia en la estabilidad de las poblaciones

(Giménez et al., 2004).

Las cdpulas de esta especie se inician entre Marzo y Abril. La actividad sexual va disminuyendo
progresivamente durante el mes de Mayo, y cesando casi por completo a primeros de Junio (Ibafiez
Gonzélez, 1989). La hembra una vez fecundada prosigue su vida con normalidad hasta que busca un
lugar llano, de tierra no muy blanda, y al abrigo de una planta. Alli excava un agujero colocando a
continuacién sus huevos. Por regla general cada hembra pone de 3 a 7 huevos que luego cubre con
tierra (Rodriguez-Caro et al., 2014). Tras un periodo de incubacién de unos tres meses, las tortugas
nacen a finales de Agosto o principios de Septiembre, coincidiendo con las primeras lluvias y facilitando

la humedad necesaria para la eclosion de los huevos.

El area en la que se ha realizado el estudio es el sureste ibérico, concretamente en las
provincias de Murcia y Almeria. El clima presente es el mediterrdneo seco, clima que se da como
transicion entre el mediterraneo tipico y el desértico, y se caracteriza por veranos secos y aridos y

pocas lluvias e inviernos suaves. Se trata de una de las zonas mas aridas de Europa donde las

10



precipitaciones tienen lugar sobre todo en primavera y otofio y al afio se registran menos de 200 mm

y las temperaturas son muy elevadas (Ibafiez et al., 1989).

La geologia de la provincia murciano-almeriense es muy variada desde un punto de vista

litolégico, pero dominan las rocas carbonatadas. También encontramos afloramientos yesiferos y

siliceos como pizarras. La diversidad litoldgica no siempre se corresponde con la edafolégica dada la
escasa precipitacion que se registra en la provincia. Esto provoca una alta salinizacién por una alta
evaporacién de los suelos arrastrando a sus superficies las sales (Alcaraz et al., 1989). En la Figura 3 se

muestra la distribucidn de la especie en el drea de estudio.
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Figura 3: (a) Distribucion de Testudo graeca en la Region Mediterranea (b) con detalle en las poblaciones del
sureste ibérico. Fuente: Gracia (2013).

3.2. Descripcion de anomalias

Una anomalia es una “deformidad o defecto congénito de alguna parte del organismo”. En las
tortugas estas anomalias se pueden observar en el caparazén y se observa con frecuencia la presencia

de placas adicionales o divididas en las tortugas (Loehr, 2016).

Una tortuga mora sin presencia de malformaciones tendria el caparazén con las caracteristicas

gue podemos observar en la Figura 4:

- Cinco placas vertebrales

- Cuatro placas costales a la derecha y cuatro a la izquierda.
- Once placas marginales a la derecha y once a la izquierda.
- Unaplaca nucal.

- Una placa caudal.



NUCAL

VERTEBRALES

Figura 4: Caparazon de Testudo graeca sin anomalias. Fuente: Marina Moreno Fuentes.

Los casos mas comunes de anomalias en la disposicidn y nimero de placas son:

1. Placas divididas: es el caso mds frecuente y suele afectar a los escudos vertebrales. Se
manifiesta con la presencia de un escudo partido en dos.

2. Placas adicionales: en este caso el nimero de placas es mayor que el que se corresponde
normalmente y suele representarse en las costales y marginales.

3. Ausencia de placas: es poco frecuente y suele darse en las placas vertebrales.

Los casos que tendremos en cuenta para nuestro estudio seran los dos ultimos: placas
adicionales (Figura 5) o ausencia de éstas en las placas vertebrales, costales y marginales, teniendo en

cuenta también si la malformacién se da en la parte izquierda o derecha del caparazoén.
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Figura 5: La foto de la izquierda corresponde a una tortuga mora sin anomalias en el caparazon; a la derecha se
pueden observar placas adicionales en vertebrales y costales derechas. Fuente: Marina Moreno Fuentes.

3.3. Obtencién de datos de campo

El drea de Ecologia de la Universidad Miguel Hernandez de Elche estudia las poblaciones
naturales de tortuga mora en el sureste ibérico desde hace mas de diez afios (Rodriguez-Caro et al.,
2016). Se ha realizado un monitoreo a largo plazo de la especie de estudio, pudiéndose usar para el

presente trabajo datos de malformaciones desde el afio 2005.

El muestreo se realiza durante el periodo reproductivo, en grupos de tres o cuatro personas,
que realizan en las diferentes localidades numerosos itinerarios de censo, consistentes en transectos
lineales de esfuerzo controlado independientes entre si. Estos buscadores son los encargados de
encontrar los individuos, marcarlos mediante muescas en las placas marginales del caparazén vy
tomarles los siguientes datos: poblacidn, coordenadas, sierra, fecha, sexo, edad, medidas biométricas
y numero de placas. También se han realizado estudios genéticos mediante la extraccion de sangre a

numerosos ejemplares, datos que nos seran de utilidad para nuestro estudio (Gracia, 2013).



3.4. Descripcion de los factores ambientales y genéticos

Las variables utilizadas para relacionar las anomalias en el caparazén de T. graeca con

caracteristicas del individuo, geograficas, genéticas y ambientales son las siguientes:

O

Madurez sexual y sexo: los individuos en los que se puede determinar el sexo (gracias a la
forma del caparazén, del tamafo corporal y de la placa supracaudal) se clasificaron como
adultos (mayores de ocho afios de edad) y posteriormente como machos o hembras. Los que
no pudieron ser sexados y con un caparazon rigido entre los cinco y ocho afos se clasificaron
como subadultos. Se clasificaron como inmaduros los individuos con un caparazén blando con
un rango de edad de uno a cuatro afios (Sanz-Aguilar et al., 2011).

Edad: gracias a los anillos que poseen en las placas, podemos estimar la edad de cada
individuo, ya que cada anillo representa un afio de crecimiento (Rodriguez-Caro et al., 2015).
Estos anillos se dividen en tres fases: la fase | correspondiente a los primeros anos de
crecimiento, donde los anillos estdn muy préoximos entre si; la fase Il donde la distancia entre
los anillos es mayor ya que son las edades de mayor crecimiento; y la fase lll donde la distancia
entre anillos es muy pequena ya que el ritmo de crecimiento disminuye a cierta edad
(Rodriguez-Caro et al., 2015).

Afio de nacimiento: pudimos estimar el afio de nacimiento de cada individuo restandole al afo
de muestro la edad del ejemplar.

Localizacion geografica: poblacién o sierra en la que habitan los individuos de T. graeca.
Disponemos de datos de diferentes censos de las siguientes poblaciones, clasificadas a su vez

en las diferentes sierras y ordenadas de Norte a Sur en el area de estudio (Tabla 1).

14



Tabla 1: Poblaciones de Testudo graeca en el sureste ibérico clasificadas por sierras y ordenadas de
Norte a Sur utilizadas en el estudio.

Poblacion Sierra
Pisadas Virgen Lorca Norte
Tova Lorca Norte
Luchena Lorca Norte
Tejera Torrecilla
Xiquena Torrecilla
Palo Seco Jara
Albergue Jara Jara
Culebras Jara
Hinojares Almenara
El Lentiscar Almenara
Adanes Almenara
Crisoleja Almenara
Palomera Almenara
Malcamino Almenara
Madroiiales Almenara
Monteria Almenara
Ermita Villareal Almenara
Casa Arcos Almenara
Alto de las Quimeras Almenara
Galera Almenara
Alto de la Cuesta Almenara
Cuesta del Grajo Almenara
Chuecos Arriba Almenara
Bas Norte Almenara
Cortijo.P.O Almenara
Collado del Alcaibar Almenara
Chuecos Abajo Almenara
Bas Sur Almenara
Loma del Escribano Almenara
Majada Moro Almenara
Zerrichera Almenara
Cuesta Bayona Almenara
Las Palomas Almenara
Quinoneros uno Almenara
La Merced 2 Almenara
Cabo Cope Almenara
Aguilon Sur Pinos-Almagrera
Reinoso Pinos-Almagrera
Aljife Pinos-Almagrera
Pinos Sur Pinos-Almagrera
Pane Pinos-Almagrera
Marinica Pinos-Almagrera
Mosca Pinos-Almagrera
Canadas Sotomayor Almagro
Sotomayor Almagro
Ventorrillo Almagro
Palas Almagro
Sierrecica Almagro
Villaltas Bedar
Centinares Bajo Bedar
Cunas Vera
Pelaos Vera
Salar de los Canos Vera
Chinas Vera
Alboluncas Vera
Cueva Sucia Cabrera
Aire Cabrera
Judio Cabrera
Margas Cabrera Cabrera
Cintas Cabrera
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o Heterocigosidad esperada (He): medida de la variacidon genética de una poblacién respecto a
un gen particular. Se trata de uno de los indices de cuantificacion mas utilizados para revelar
la diversidad genética de las poblaciones (Gonzalez, 2008).
Los datos genéticos utilizados han sido obtenidos de estudios previos del area de Ecologia de
la Universidad Miguel Hernandez (Gracia, 2013). En la Figura 6 podemos ver un mapa con las
poblaciones que han sido utilizadas para los estudios genéticos, seleccionando aquellas que se
encuentran en la zona de la costa y siguiendo la trayectoria del origen de expansidn de tortuga

desde la Cuenca de Vera.

r

i T _‘ .‘,,-‘Lor(:a =
2 Vélez-Rubic e % A ’d 7
- AN f ' v -‘"o.,m.
*Los Alamicos i ? =0 A’" - > :4‘ /:'
” Mazarrén w7'j.‘
Tk, ! A fabmera‘ '\'; arrér 7 5;'
- . i >
1o 7 Puerto de '
/ Rras Gale Id mﬁa’%ﬁ} o Mazarron Lo Azohil
- 7 1 FAfrba &
"‘ Chuecos Abaﬂ»’ ,,C-«Wé; ta Q"“
egre
‘Loma del E$c nd
% hendricod /‘.’
""" 4 Calabargina
= Pulpi A nOéO Aguilas™
= 4 Huercal-Overa __ ¥,
JOX 3 ; 25, ‘\W Calarreona
- 3 A ,:‘ : san Juan de
Arboleas [£-15 SRS J s Terreros
D, i e ormilo
3 . X ?
> ! : Cuevas del lerr}e?éa
f & i Almanzora -
T M e £
” | ’ An Ver Villaricos
T r e - 7.5 0 7.5 15 225 30 km
: f lar de los Canos
f Aubiin 7 fﬁ"‘as » — — — )
bk v Alboluncas
Go l ey £ _-' A Natiarrine Ganucha Datos de mapas £2017 Google, Inst, Geogr. Nackonal = Términcs de uso

Figura 6: Poblaciones de Testudo graeca con datos genéticos utilizadas en relacion a la presencia de anomalias

en el caparazén. Fuente: Elaboracidn propia

o Precipitacidn: los datos utilizados en cuanto a la precipitacion corresponden a informacién
obtenida del IMIDA (www.imida.es) sobre la precipitacion acumulada anualmente (mm) en su
estacion meteoroldgica de Lorca, estacion situada en el centro del drea de estudio de la

especie en el sureste ibérico.


http://www.imida.es/
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3.5. Analisis de datos

En primer lugar, se compilaron todos los datos en una Unica matriz, que fue revisada para
evitar individuos repetidos debido a las recapturas realizadas durante todo el periodo de recopilacién

de datos de campo.

Una vez ordenados todos los datos, se evalud la tasa de malformacion, es decir, el nUmero de
individuos con presencia de una o mas anomalias con respecto al total de tortugas muestreadas. Como
podemos observar en la Figura 7, se han encontrado malformaciones en el caparazén de tortuga mora

durante todos los afios de muestreo.
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Figura 7: Tasa de malformacién en el caparazén de Testudo graeca en cada afio de muestreo.

Se realizaron diferentes graficos con las tasas obtenidas para describir las malformaciones en
relacion al tipo, a las caracteristicas del individuo, su localizacidn geografica, diversidad genética de las
poblaciones y variable ambiental (ver apartado Resultados). Ademas, se han realizado tests de chi

cuadrado y regresiones lineales con el programa estadistico R (www.R-project.org) para analizar la

presencia de malformaciones en funcién del sexo de individuos, diversidad genética y precipitacion.


http://www.r-project.org/
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4, Resultados
4.1. Caracteristicas de las anomalias

Del total de individuos muestreados (2139), encontramos que 365 sufren alguna anomalia en
su caparazon, ya sean placas adicionales o ausencia de ellas (tasa del 0,17 de individuos malformados).
La mayoria de estos posee una Unica anomalia en su caparazon (185 individuos), disminuyendo este
numero a medida que aumenta el nimero de malformaciones, ya que sélo cuatro tortugas poseen

cinco (Figura 8).
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Figura 8: Total de los individuos de Testudo graeca malformados clasificados en funcién del nimero de
anomalias sufridas por un mismo ejemplar en su caparazon.

El total de malformaciones encontradas es de 582 en los 365 individuos que presentan
anomalias. Estas fueron clasificadas en funcién del lugar de aparicion segun los diferentes tipos de
placas del caparazén de T. graeca, resultando que el mayor nimero de malformaciones se dan en las
placas marginales, seguido de las costales, y por ultimo encontrariamos las placas vertebrales (Figuras

9y 10).
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Figura 9: Numero de malformaciones encontradas en funcién de dénde se encuentran dentro del caparazén de
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Figura 10: Reparto en porcentaje de la localizacidn de las malformaciones en Testudo graeca.

4.2. Descripcién de anomalias segun las caracteristicas del individuo

De los 365 individuos que poseen alguna malformacién en el caparazén, las proporciones
segun su madurez sexual clasificindolos como adultos (tasa del 0,17), subadultos (tasa del 0,16),

inmaduros (tasa del 0,13) y no identificados (tasa del 0,2) se muestran en la Figura 11.
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Figura 11: Reparto en porcentajes del total de individuos malformados de Testudo graeca en funcién de su

madurez sexual.

De los 288 individuos adultos, podemos observar en la Figura 12 como el nimero de

malformaciones es ligeramente mayor en machos (154 vs. 134).

B Machos M Hembras

Figura 12: Porcentaje de aparicion de anomalias en individuos adultos de Testudo graeca segun su sexo.
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Después de realizarse un test de chi cuadrado comprobamos que no existen diferencias
significativas entre el nimero de individuos con anomalias y el sexo de los mismos (x?>=1,348; p=0,273).

En la Figura 13 se puede observar el resultado de relacionar la tasa de malformacién con los
diferentes rangos de edad, en la que podemos encontrar una tendencia positiva donde los individuos

de mayor edad poseen una mayor tasa de malformacion.
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Figura 13: Tasa de malformacion de Testudo graeca en cada rango de edad.

La tasa de malformacién segun el aiio de nacimiento de los individuos se muestra en la Figura

14, donde se observa una tendencia decreciente a lo largo de los afios.



Factores que influyen en la presencia de anomalias morfoldgicas en Testudo graeca.

(o]
o
(o]

acimiento

0,35

0,25

0,15

0,05

Tasa de individuos malformados
o o o
o [ N w
1988 NN
1989 I
1990 I
1991 I
1992 I
1993 I
1994 I
1995 I
1996 I
1997 I
1998 I
1999 HETTTTT
2000 I
2001 I
2009 I
2010 I

2011 I

2012

0

2003 I

2004 NN

2005 I
2006 I

2007 I
2008 NN

2013 I

2014
2015

>

fio de

>

Figura 14: Tasa de malformacion de Testudo graeca segln su afio de nacimiento.

4.3. Descripcion de las anomalias por localizacidn geografica

En la Figura 15 esta representada la tasa de malformacién en funcién de las diferentes sierras

ordenadas de Norte a Sur.
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Figura 15: Tasa de malformacion de Testudo graeca por sierras, ordenadas de Norte a Sur.



4.4. Andlisis de las anomalias en relacidn a la variabilidad genética de las poblaciones

La regresion lineal entre la distancia al origen de las localidades de T. graeca y la
heterocigosidad esperada de dichas localidades (Figura 16), muestra que existen diferencias
significativas, con una tendencia negativa de la heterocigosidad (6= -0,0012; p<0,05). Estos resultados

justifican la evaluacién de la distancia al origen en relacién a la presencia de malformaciones.
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Figura 16: Datos de la heterocigosidad esperada de diferentes poblaciones de Testudo graeca en relacion al
origen de expansion de la especie. Fuente: Tomado con modificaciones de Gracia 2013.

Existe una relacion significativa entre la distancia al origen de las localidades de T. graeca y la

tasa de malformacion (6= 0,0049; p<0,05) (Figura 17).
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Figura 17: Representacion de la tasa de malformacion de Testudo graeca en funcién de la distancia al origen de

expansion.

4.5. Relacion entre las anomalias y las variables climaticas

Se muestra en la Figura 18 la precipitacién anual acumulada relacionada con la tasa de
malformacion. El eje de los afios corresponde con la tasa de malformacién desde el afio 1996 hasta el
afio 2011, mientras que los datos de precipitacidn corresponden con los tomados dos afios antes, del

afo 1994 hasta el 2009.

350 0,3
< 300 0,25
% 250 5
= 0,2 3
< 200 £
£ 015 5
3 150 =
©
5 o1 E
28 100 g
2 0,05 &
g 50 05 %
o
a 0 0

1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011
Ano

Figura 18: La linea azul corresponde a la precipitacién acumulada en la Region de Murcia desde 1994. La linea
verde corresponde a la tasa de malformacion de Testudo graeca segun el afio de nacimiento de los individuos.



Se analizé también la relacidon entre la precipitacion acumulada y la tasa de malformacion sin
tener en cuenta la tendencia a lo largo de los afios, y aunque existe una tendencia ligeramente negativa
entre la tasa de malformacién conforme aumenta la precipitacion acumulada anual, los anadlisis de

regresion lineal indican que no existen diferencias significativas (6 =-0,0001148; p=0,546873).
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5. Discusion

Este trabajo confirma que el patrén tipico del caparazén de T. graeca es de cinco placas
vertebrales, cuatro placas costales a izquierda y derecha y once marginales a cada lado del caparazon
(Boycott et al., 2000). No obstante, la frecuencia de individuos con anomalias en ese patrén en las
poblaciones estudiadas del sureste ibérico es relevante, puesto que un 17% de los ejemplares
analizados las mostraron. A pesar de esto, este valor es inferior al de otras poblaciones de tortugas,
con un 44% de anomalias encontradas por Loehr (2016) en Homopus signatus, el representante mas
pequefio entre los testudinidos. En el caso del galapago europeo (Emys orbicularis) se han descrito

poblaciones con un 75% de individuos malformados (Loehr, 2016).

El mayor numero de malformaciones encontradas aparece en las placas marginales, seguido
de las costales y las vertebrales. La presencia de anomalias en las placas vertebrales es posible que se
relacione con mayores problemas en el desarrollo embrionario de la especie, pudiendo ser mas dificil
para las tortugas sobrevivir en esas situaciones y por tanto el porcentaje que encontramos es menor
(Moustakas-Verho et al., 2014). Similares resultados obtuvo Loehr (2016) sobre las anomalias en el
caparazon de la tortuga moteada del noreste de Sudafrica (Homopus signatus). En el mismo trabajo,
se observaba que el nimero mas alto de anomalias se daba siempre en el lado derecho del caparazon,
hecho que se repite en la poblacidn que hemos estudiado, pero hasta el momento no se ha

proporcionado una explicacién de este proceso.

Por otro lado, las anomalias se distribuyen homogéneamente entre sexos, coincidiendo
nuestros resultados con trabajos anteriores donde las diferencias tampoco son significativas (Velo-
Antén et al.,, 2011; Loehr, 2016). En principio, seria esperable encontrar mayor frecuencia de
malformaciones en los estadios iniciales de desarrollo y que fueran disminuyendo en las clases de edad
mas altas como consecuencia de una menor eficacia biolégica de los individuos. No obstante, no
hemos encontrado diferencias significativas en la frecuencia de aparicién de anomalias entre las
diferentes etapas del desarrollo testadas. Puede deducirse, por tanto, que no parecen existir procesos

de seleccidn intensos contra las malformaciones, resultado similar a lo encontrado por Loehr (2016).

Nuestros resultados parecen indicar que la frecuencia de aparicion de individuos con
malformaciones tiende a disminuir en el caso de los individuos mas jovenes (con independencia de su
poblacion de procedencia). La tasa de malformacion suele ser mayor en los individuos mas viejos. Este
resultado puede estar sesgado, ya que el total de tortugas en este rango de edad es bajo. Es necesario
ampliar el tamafio de la muestra en esta clase de edad en trabajos posteriores para comprobar esta
tendencia. Este dato junto al de la madurez sexual son especialmente interesantes, ya que ningun otro

estudio ha abordado en profundidad estas variables en relacién a la aparicion de malformaciones.
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Uno de los axiomas cldsicos en genética de poblaciones y en ecologia de la conservacién es
que la disminucién de variabilidad genética estad directamente relacionada con la disminucién de la
capacidad de respuesta de las poblaciones a los cambios ambientales. Ademads, en las situaciones de
expansion del rango de distribucién de una especie, en el frente de avance poblacional disminuye el
flujo génico con el centro de origen y como consecuencia disminuye la variabilidad genética. En este
trabajo hemos comprobado como el nimero de malformaciones aumenta conforme nos alejamos del
origen de expansion (la sierra de Vera) y esto coincide con una disminucion de la heterocigosidad
(Gracid et al., 2013). Esto parece constituir una evidencia que apunta a una posible relacién entre tasa
de malformacidn y variabilidad genética. Esta relacidon ha sido puesta de manifiesto también en el
galdpago europeo a escala peninsular (Velo-Antén et al., 2011). El valor bajo de R? obtenido en
nuestros analisis es probablemente debido a que existe una gran variabilidad de las poblaciones que

se encuentran mas alejadas del origen y a que deben existir otros factores no estudiados.

Por ultimo, las variables ambientales y en concreto la precipitacion, no puede descartarse
como un posible factor relacionado con la aparicion de anomalias morfolégicas en T. graeca. Aunque
en los resultados de nuestro trabajo no hemos encontrado una relacién significativa, si que se aprecia
un patrén temporal de variaciéon similar entre la precipitacion anual acumulada y la tasa de
malformaciones. La precipitacidn, en el drea de distribucion de la especie (el sureste semiarido) es el
principal factor limitante de la productividad primaria y por lo tanto determina de forma clara la

dindmica demogréafica de la especie (un herbivoro ectotermo).
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6. Conclusiones y proyeccion futura

Tal y como se esperaba, T. graeca ha resultado ser un buen modelo de estudio de los factores
ambientales y genéticos que intervienen en las dinamicas espaciales y temporales de las poblaciones,

y que pueden influir en la aparicidn de anomalias morfoldgicas en el caparazén.

Aunque el porcentaje de individuos con presencia de malformaciones morfoldgicas no sea tan
altoen T. graeca como en otras especies, puede ser un indicador de eficacia biolégica ante los procesos

de cambio de las poblaciones y su conservacion.

No se ha encontrado una relacién entre la aparicién de anomalias y los factores climaticos. Sin
embargo, se ha cumplido nuestra hipdtesis inicial en cuanto a la relacién entre presencia de
malformaciones y la variabilidad genética de la especie (en este caso la heterocigosidad esperada en
las poblaciones). Este resultado de aumento de malformaciones al alejarse del origen de la poblaciéon

esta relacionado con el proceso de surfing genético.

Como conclusidon final, es importante resaltar que relacionar los cambios que sufren los
habitats de las especies con el fitness de éstas es importante a |la hora de desarrollar estrategias para

la conservacion y gestion de dichas poblaciones.
Como proyecciones futuras, de este trabajo fin de grado se propone:

1. Estudiar las causas de que exista una mayor frecuencia de aparicion de malformaciones en las
placas marginales, junto al mayor nimero de malformaciones en la parte derecha del caparazény
su relacion con el proceso de desarrollo embrionario, ya que seria interesante como objeto de
estudio en futuros trabajos con mas poblaciones de tortugas.

2. Explorar la posible relacién entre la disminucion de la frecuencia de anomalias y los cambios en los
usos en la agricultura intensiva (mayor regulacion en el uso de plaguicidas) mediante evaluacién
toxicoldgica. Relacionar la intensidad de usos agricolas intensivos y frecuencia de malformaciones.

3. Considerar este indicador de eficacia bioldgica para evaluar el estado de otras poblaciones de
tortuga mora.

4. Porotrolado, también seria conveniente seguir explorando la posible influencia de la precipitacion
u otras variables meteoroldgicas en la aparicion de anomalias de una forma mas exhaustiva, es

decir, considerando las condiciones meteoroldgicas a nivel local, para cada una de las poblaciones.
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