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Resumen

La Tortuga mediterranea (7estudo hermanni) esta ampliamente distribuida en
Europa Occidental y Meridional. Como la mayoria de los reptiles exhibe una fuerte
variacion morfologica a lo largo de su distribucion geografica, asi como rasgos adquiridos a
lo largo de la vida, asi pues la recopilacion de datos a partir de sus distintas zonas de
distribucion es importante. En el presente trabajo se ha utilizado el anélisis de las elipticas
de Fourier para investigar la variacion en el patron de la pigmentacion del plastron (concha
ventral) de 54 ejemplares de la subespecie occidental tortuga mediterranea (7. hermanni
hermanni) pertenecientes a colecciones privadas, y que pertenecen a dos diferentes regiones
del mediterraneo espafiol: Sierra de la Albera (Catalufia, NE de la Peninsula Ibérica, n = 14)
y las Islas Baleares (n = 40). En base a esta muestra ha quedado patente que el patron del
disefio de la pigmentacion plastral no varia entre sexos ni a lo largo de la vida de los
animales, sin embargo las diferencias aparecen entre las distintas poblaciones geograficas

que han sido analizadas.

Estos resultados proporcionan un punto de referencia para las comparaciones entre
poblaciones que estudie mas a fondo la variacién geografica del patron de pigmentacion
plastral a fin de utilizar esta técnica como herramienta para la distincion de los distintos

fenotipos geograficos de 7. hermanni hermanni.

Palabras clave: Testudo hermanni, patron de pigmentacion plastral, analisis de

imagen, analisis elipticas de Fourier, funciones de ajuste a contornos.
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Abstract

Hermann’s tortoise (Testudo hermanni) is widely distributed in western and
southern Europe. As reptiles exhibit strong geographic variation in most morphological, as
well as life history traits, gathering data from distant areas is important. Here we used
Elliptic Fourier analysis to investigate variation in pigmentation pattern of plastron (ventral
shell) of 54 western Hermann's tortoise (7. hermanni hermanni) collected in different
private breeders, and belonging to two different Mediterranean regions: Albera (Catalunya,
NE Iberian Peninsula, n=14) and Balearic Islands (n=40). Basing on this sample we showed
that plastral pigmentation design does not change between sexes and along animals’ life-
history, but differences appeared between geographical populations. These results provide a
baseline for comparisons between populations to further examine geographic variation of

plastral pigmentation pattern.

Key words: Testudo hermanni, plastral pigmentation pattern, image analysis,

outline fitting functions.
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1 - INTRODUCCION.

1.1 -JUSTIFICACION.

La subespecie T. h. hermanni esta incluida en la Lista Roja del IUCN de especies
amenazadas de extincion, como todas las especies del género Testudo. La tortuga
mediterranea esta protegida por la Convenciéon de Berna, También estd incluida en la

CITES y en la directiva 1332/2005 de la Comunidad Europea.

Las tortugas mediterraneas corren el riesgo de desaparecer en estado salvaje sobre
todo debido a factores antropogénicos que han disminuido las poblaciones. La
fragmentacion y reduccion de los habitats disponibles han evitado la migracion y el
intercambio de gametas, condicionando asi la variacion genética de la especie. Al
interrumpir el flujo génico entre poblaciones se producen cambios al azar en el conjunto
génico, reduciendose la frecuencia de los individuos de la poblacion que son heterocigotas

para un locus dado.

En este sentido han aparecido proyectos de conservacion tanto ex situ (cria en
cautiverio) como in situ (preservar el tamafio y la diversidad de una poblacion dada en su
habitat), que precisan desarrollar herramientas capaces de discernir el origen racial (es decir
a qué poblacion pertenecen) sino también sexar a los individuos (sobre todo de los juveniles

que no muestran caracteres sexuales secundarios hasta alcanzar cierto tamafio).

Seria de gran utilidad disponer de procedimientos que permitieran de manera rapida
y economica hacer tales distinciones, ya que actualmente son necesarias técnicas de analisis

de ADN.

A tal fin en este trabajo se ha implimentado la técnica morfométrica del Analisis de
las Elipticas de Fourier (EFA), a partir de una imagen tomada de cada individuo de la

muestra.
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Para ello en este estudio se han seleccionado como rasgo fenotipico las bandas
melénicas que aparecen en el plastron de todos los individuos de esta subespecie. En primer
lugar por ser un rasgo fenotipico de aparicidon constante en la muestra y caracteristico en el
conjunto de todas las poblaciones de esta subespecie de tortuga mediterranea, donde buscar
diferencias sutiles y en segundo lugar porque técnicamente el plastron ofrece una superficie
plana que grantiza que los datos obtenidos son comparables dado que en el proceso de toma

de muestras la distancia focal en cada fotografia es la misma.

1.2 - CARACTERISTICASDE LA ESPECIE.

1.2.1 — Sistematica de la especie.

La tortuga mediterranea (7estudo hermanni GMELIN, 1789) es una de las cinco
especies de tortuga palearticas, tradicionalmente incluidas dentro del género Testudo. Las
otras son la tortuga marginada (7. marginata), la tortuga Mora (7. graeca), la tortuga rusa

(T. horsfieldii) y la tortuga egipcia (7. kleinmanni).

Se considera que la taxonomia del género Testudo no esta bien resuelta aun a pesar
de los diferentes trabajos que han abordado su estudio (Van der Kuyl et al., 2002;
Lapparent de Broin et al., 2006; Parham et al., 2006; Fritz y Emonds, 2007).

En el caso particular de 7. hermanni, ésta ha sido incluida en los géneros Protestudo
(Chkhikvadze, 1970, 1973, 1983; en Fritz y Cheylan, 2001), Agrionemys (Gmira, 1993,
1995) y, mas recientemente en Eurotestudo (Lapparent de Broin et al., 2006). Sin embargo,
Fritz y Emonds (2007) en base a estudios de filogenia molecular proponen que se debe
seguir usando el género Testudo para las cinco especies de tortugas terrestres reconocidas
habitualmente en el Paleartico, aunque también indican que 7. horsfieldii y T. hermanni se

pueden englobar en un mismo subgénero.
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Por otra parte, en las recientes listas taxonomicas se sigue incluyendo 7. horsfieldii
y T. hermanni en el género Testudo, si bien se sugiere que Agrionemys podria ser también
valido para estas dos especies (Turtle Taxonomy Working Group, 2007; Rhodin et al.,
2008).

A falta de una mayor resolucion y consenso en la filogenia de este grupo, se

considera que es preferible mantener la nomenclatura actual de 7. hermanni.

1.2.2 — Variacion geogréafica.

Dentro de la especie 7. hermanni, el primero que reconocié dos subespecies
segregadas geograficamente fue Wermuth (1952), quien denominé 7. h. robertmertensi a la

subespecie occidental y 7. h. hermanni a la oriental.

Sin embargo, el analisis del halotipo que se encontraba en el museo de Estrasburgo
llevo a que se tuviera que reconsiderar esta nomenclatura y que pasara a ser 7. h. hermanni
Gmelin, 1789 la subespecie occidental y 7. h. boettgeri Mojsisovics, 1889 la subespecie

oriental (Bour, 1987).

Posteriormente, algunos autores (Perédld 2002, 2004; Bour 2004; Lapparent de Broin
et al., 2006), han considerado que ambas subespecies se deberian elevar al rango de
especie. Ademas, Perédld (2002) resucita el taxén 7. graeca var. hercegovinensis ,Werner
1899 lo considera como una tercera especie (7. hercegovinensis) dentro de este grupo.
Posteriormente y en base a caracteres moleculares (Fritz et al., 2006) sélo reconocen la
diferenciacion a rango de subespecie entre 7. h. hermanni 'y T. h. boettgeri, incluyendo 7.

hercegovinensis dentro de la segunda de estas subespecies.

Por ello, se considera mas apropiado seguir con la taxonomia tradicional que
reconoce Unicamente una especie que se divide en las dos subespecies citadas

anteriormente.
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1.2.3 — Distribucion.

Se encuentra ampliamente distribuida en los paises europeos de la cuenca
mediterranea, desde Espafia hasta la parte europea de Turquia, y la mayor parte de las
principales islas (Figura 1). En Espafa se encuentra en Catalufia, Comunidad Valenciana y

en las islas Baleares exceptuando las pitiusas (Bertolero, 2010).

Testudo hermanni hercegovinensis
Testudo hermanni boettgeri
Testudo hermanni hermanni

Figura 1. Representacion grafica de la distribucion de Testudo hermanni spp.

En lo que hace referencia a las poblaciones espafolas hay que tener en cuenta que la
poblacion de la Albera es la tnica poblacion natural, que las de Baleares son de
introducciones historicas a partir de la poblacion de la Albera y de poblaciones procedentes
de las islas tirrenitas concretamente de Corcega, Cerdefia y Sicilia y que las poblaciones
catalanas del Delta del Ebro, de la Serra del Garraf y la poblacién valenciana de la Serra

d’Irta son de reciente creacion a partir de ejemplares espafioles.
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1.2.4— Descripcion.

La tortuga mediterranea se caracteriza morfologicamente por presentar un
caparazon bastante redondeado por encima, con un contorno ovalado en las hembras y con
tendencia a ser un poco mas ancho en la parte posterior en los machos adultos, lo que les da

una forma ligeramente trapezoidal (Cheylan, 2001).

La distribucion de las placas (figura 2) seria la siguiente: el espaldar presenta cinco
placas vertebrales, ocho placas costales, veintidos marginales, una nucal y dos
supracaudales; el plastron estd formado por dos placas gulares, dos humerales, dos
pectorales, dos abdominales, dos femorales y dos anales, asimismo, presentan un par de
placas axilares y un par de inguinales entre el espaldar y el plastron. Este nimero de placas
corneas se mantiene constante en las dos subespecies. Sin embargo, en algunas poblaciones

se pueden encontrar ejemplares sin placas inguinales o con la supracaudal no dividida.

Espaldar Plastron

marginal nucal

quiar

4

! asbdominal ||
}_ Inguina

&(\J A\

i\ femoral |

Figura 2. Disposicion de las placas corneas en el caparazon de la tortuga mediterranea (v = vertebral;
¢ = costal; m = marginal).
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Una de sus caracteristicas mas notables que la distingue de la mayor parte de otras
tortugas terrestres es la ufia cornea que presenta en el extremo de la cola, dividida
longitudinalmente en dos. Dentro del género Testudo, esta caracteristica s6lo es compartida
con la T. horsfieldi, pero en esta ultima la division longitudinal de la ufia estd menos
desarrollada. Las patas delanteras estan recubiertas por grandes escamas corneas en su parte
externa y en la mano presenta cinco uias (aunque muchos ejemplares pueden presentar sdlo
cuatro)- Las patas traseras estan recubiertas por escamas pequeias con sélo cuatro ufias en
los pies (Cheylan, 2001), el color de las patas presenta una gran variacion segun
poblaciones, desde tonalidades amarillentas hasta un gris negruzco. La cabeza es mas
oscura en su parte anterior, variando entre el pardo y el gris también negruzco, mientras que
en la parte posterior y hacia el cuello la coloracion es mas clara, con tonalidades
amarillentas y grisdceas. En la cara tienen una mancha subocular amarilla, que tiende a
oscurecerse con la edad. La coloracion del espaldar es negra y amarilla, pero con variacién
de tonalidades que van desde los anaranjados hasta los ligeramente verdosos (Guyot y

Devaux, 1997).

En algunas poblaciones predominan los ejemplares de coloracion oscura (Soler et
al., 2001), mientras que en otras las manchas negras ocupan una menor superficie. Pero en
todas las poblaciones estas manchas presentan bordes bien definidos (Pino et al., en

prensa).

El plastron presenta esta misma coloracidon, pero las manchas negras forman dos
bandas longitudinales continuas y paralelas en la subespecie occidental, 7. h. hermanni; en
tanto que en la subespecie oriental, 7. h. boettgeri, el diseiio de las manchas negras es
mucho mas variable, pueden llegar a formar bandas casi continuas o aisladas e incluso ser

manchas difusas.
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1.3 - CONCEPTO DE MORFOMETRIA GEOMETRICA.

Tradicionalmente la forma de un objeto o artefacto puede dividirse en dos conceptos
(forma y figura) que normalmente suelen confundirse y tomarse como sinénimos (Penrose,

1954).

Una manera de decirlo seria en los siguientes términos Forma = Tamaifio + Figura.

Historicamente, los estudios cientificos y técnicos se han centrado mas en el tamafio
que en la figura en si, seguramente por la dificultad que conlleva definir la figura, sobre

todo cuando se habla de objetos extremadamente irregulares.

Asi pues una figura se puede definir “como aquello que permanece invariable en el
objeto una vez eliminados los efectos de escalado, traslacion, rotacion y reflexion (Lele,
1991)”. Si normalizamos el tamafio como condicidn previa, podemos comparar dos objetos

y decir que tienen la “misma forma” porque presentan la “misma figura”.

Asi pues la morfometria es un cuerpo de conocimiento de cardcter instrumental y
multidisciplinar, cuyo objetivo es estudiar los objetos segiin su tamafo y sobre todo segin
su forma. Es wuna disciplina muy antigua y a la vez nueva, es antigua porque tiene
precursores de cientos de afos atrds, que podriamos definir como morfometria clasica y
nueva porque con la aparicion de nuevas tecnologias del procesamiento de imagenes ha

cobrado relevancia por la potencia de analisis que éstas le otorgan.

En la segunda mitad de los afos 80 surgi6 una completa reinvencion de la
morfometria, sobre todo en varios marcos explicitamente geométricos, utilizados para
analizar los puntos de sefial en dos y tres dimensiones y en el modo de analizar los datos

destinados a subsanar los problemas de la morfometria clésica.

Con este nuevo enfoque la informacion geométrica se conserva a lo largo de todo el
analisis estadistico (Bookstein, 1991; Rohlf y Marcus, 1993; Dryden y Mardia, 1998; Lele
y Richtsmeier, 2001; Zelditch et al., 2004). De aqui nace la llamada Morfometria

Geométrica, la rama nueva de la morfometria (Rohlf y Marcus, 1993).

10
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En la actualidad, aunque con algunas bases antiguas, los estudios morfométricos
siguen las directrices de estos cambios contemporaneos en la imagen en varias

dimensiones.

Esta técnica permite estudiar los cambios morfologicos a partir del desplazamiento,
en el plano o en el espacio, de un conjunto de puntos morfométricos, basados en
coordenadas cartesianas que definen la posicion de los caracteres del objeto tras emplazar

los puntos morfométricos sobre una serie de imagenes escaladas de los objetos de estudio.

Es preciso realizar una correccion, entre todas las imagenes, de las diferencias
debidas a su orientacion espacial: cambios de rotacion, traslacion y reflexion. Tras corregir
estos efectos de orientacion espacial sera posible estudiar la morfologia desde una

perspectiva geométrica.

Este tipo de estudios utiliza como estimador del tamafo el denominado tamafio del
centroide, que se define como la raiz cuadrada de la suma de las distancias al cuadrado de
todas las coordenadas morfométricas respecto al centroide que ellas definen, siendo el

centroide el promedio de todas las coordenadas morfométricas (Lele y Richtsmeier, 2001).

La morfometria se emplea en multitud de campos cientificos y técnicos. Se ha
aplicado, por ejemplo, en ingenieria y arquitectura para el estudio de estructuras; en
biologia para la clasificaciéon de especies; en paleontologia para comparar fosiles; en
arqueologia para la evaluacion de restos ceramicos y de instrumentos; en medicina humana

y veterinaria para el estudio de patologias.

La morfometria es una disciplina fundamentalmente instrumental, por lo que consta

basicamente de metodologias. Los métodos se pueden clasificar en:

* Métodos basados en marcas o sefiales.
Los métodos basados en marcas o sefiales consisten en definir puntos
singulares en distintas posiciones de la forma y estudiar como estas marcas se
asemejan en su disposicion a las marcas de otros cuerpos, o como evolucionan

con el tiempo.

11
TFG



* Métodos basados en los contornos.
Entre ellos destaca el método del Andlisis de las Funciones Elipticas de
Fourier (EFA). Se basa en el estudio del contorno cerrado de figuras de
diferente complejidad, especialmente en los casos en los que no existen puntos
homologos entre individuos de la muestra.
La ventaja de este método es que matematiza completamente toda la forma,
asi la funcién de Fourier es una solucion paramétrica de la descripcion de la

forma.

La técnica consiste en digitalizar el perimetro de la figura que se estudia (forma
observada) y el método determina la forma calculada, mediante un procedimiento por
etapas basado en coeficientes armonicos. Cuantos mas armonicos se introduzcan en la
funcion, la precision en el ajuste se incrementa notablemente, pudiendo describir

matematicamente hasta los detalles mas finos de la estructura (Tort, 2003).

Este método estd limitado de momento, en el sentido de que sélo es aplicable en dos
dimensiones. La precision es ciertamente enorme. Ademads, es posible emplear sobre la
estructura calculada cualquiera de los demas métodos de marcas mostrados anteriormente,

realizar superposiciones, etc.

Fundamento matematico: El andlisis de los contornos se basa en la digitalizacion de
la silueta de un objeto, que se expresa como una secuencia de coordenadas (X, y) que
pueden ser manipuladas matematicamente y ajustadas a una ecuacion derivada de las

funciones de Fourier.

Jean Baptiste Joseph Fourier (1768-1830) demostré que cualquier funcion periodica
se puede producir por combinaciones lineales de senos y cosenos con factores de
multiplicacion apropiados (amplitudes). Cada uno de estos senos o cOsenos constituyentes
de la funcion se denominan armonicos. Los contornos cerrados de formas simples, pueden
expresarse en coordenadas polares con el radio como funciéon del angulo a partir de un
punto interno fijo, lo cual constituye una funcion periddica. De esta manera, toda la
informacion sobre la forma presente en la secuencia de puntos se reduce a un niimero
menor de pardmetros, cuya distribucion puede estudiarse en un espacio morfoldgico con los

coeficientes como ejes.

12
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Sin embargo este espacio aun es altamente dimensional, por lo que generalmente es
necesario reducirlo con alguna técnica multivariada, como el andlisis de componentes

principales (Rohlf'y Archie, 1984).

Los puntajes de los vectores propios de estos andlisis pueden usarse como “valores”

de las caracteristicas morfoldgicas en otros analisis.

Los descriptores elipticos de Fourier (DEF) son una extension de este método,
aplicable cuando los contornos son tan complejos que pudiera existir mas de un valor de
radio por cada angulo, y son los mas populares de los analisis de formas de Fourier (Ferson

et al., 1985).

El método se desarrolla tomando los incrementos en X y en Y entre puntos para
definir la funcion periodica (Kuhl y Giardina, 1982). Tiene el inconveniente de que produce

el doble de parametros que el analisis simple.

Si el contorno de una forma digitalizada se representa como una secuencia de
puntos (p) ordenados y registrados en el sentido de las manecillas del reloj comenzando por
un punto arbitrario y las distancias entre puntos son lineales, entonces el segmento entre

(i-1) y el punto p es:

A =S A

i=1 !

13
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La sumatoria de todos estos incrementos seria el perimetro del contorno.

Entonces, la expansion eliptica de Fourier de la secuencia de coordenadas X es:

2nmt »

e 2nmt b
xp =X, T En=l a, COST +0,5¢en

donde

T Ax 2nmt 2nat
a,=_, EK:I Plcos—* 2=
2nim” &AL T

T Ax 2nmt 2nmat
b=, EK:I 2l sen——7" -
2n"g” Atp T

En estas ecuaciones, Xqn €s el coeficiente del punto central y n es el nimero
armoénico de coeficientes (a, y by). Los coeficientes para las coordenadas Y (c, y dy) se
calculan de la misma forma. Estos coeficientes deben ser normalizados para hacerlos
invariantes al tamafio, a la rotacion y al punto inicial, de acuerdo al tamafio y orientacién

del eje mayor, del radio mayor o normalizando los radios.
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2 - OBJETIVOS

A fin de explorar la variabilidad del patron de las franjas de color negro del plastron

en Testudo hermanni hermanni se plantearon los siguientes objetivos:

1. Examinar esta variabilidad en funcion de la region de origen (Baleares y Albera).
2. Examinar esta posible variabilidad en funcién del sexo.
3. Examinar el posible cambio alométrico en funcion de la edad y/o condicion

corporal.

15
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3 - MATERIAL Y METODOS

A fin de obtener datos numéricos que describieran la forma de los patrones del
plastrén de los individuos de 7. h. hermanni sobre los que se pretendia alcanzar los

objetivos ya descritos del presente estudio, se planteo la figura 3:

Objects to be measured ‘

l Take images with a digital camera or a flatbed scanner

Digital images | Analyses using SHAPE
J

l Extract the object contours with image analysis

Contour coordinates

1 Calculate and normalize EFDs

[ Elliptic Fourier descriptors (EFDs)

l Principal component analysis (PCA) of EFDs

The results of PCA . » EFDs
£ Calculate EFDs
coresponding to specific PC scores
Inverse Fourier transformation

PC scores ] \ Shape variation accounted for by each PC

Andlisis estadistico (PAST) Use the PC scores of EFDs as
the measurements of shape characteristics

Figura 3. Representacion del proceso de obtencion de los descriptores de Fourier para describir la forma de
cada individuo.

3.1 - OBTENCION DE EJEMPLARES Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

El anélisis de la pigmentacion de los plastrones de 7. h. hermanni se centrd en una
muestra obtenida a partir de ejemplares pertenecientes a colecciones privadas que constaba
de 54 animales con edades comprendidas entre los 4 y los 60 afios, de los cuales 14
animales pertenecian a la poblacion peninsular de 1’Albera (Girona) y 40 pertenecientes a

poblaciones insulares de Baleares, sin diferenciar entre Mallorca o Menorca.

Los animales fueron sexados, pesados y se tomo la medida del caparazon desde la

placa nucal hasta la sutura que delimita las dos placas supra caudales.
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3.2 - DIGITALIZACION DE MUESTRAS

Se tomaron fotografias de la cara ventral de cada animal con una cadmara digital
Nikon D70 (Tokio, Japén) con una resolucion de 2240 x 1488 pixeles y equipada con
Autofocus Nikkon 28-88 mm. Las fotos se tomaron ubicando la lente de la camara paralela
a la horizontal del plano de referencia y centradas en el plastron del animal, éstas incluian
un patron de escala (10 x 20 mm) situado caudalmente al animal y en el mismo plano de la

horizontal del plastron.

A continuacién las imagenes fueron descargadas a un PC en formato .GIF y
mediante el software (Adobe Photoshop 14.2.1.CC) se elimind el ruido de la imagen y se

extrajo el contorno de la forma a analizar.

A fin de omitir la informacidon que aportan estructuras simétricas se optd por usar
solo en el analisis el contorno perteneciente al lado izquierdo, posteriormente se guardo en

formato BMP de 256 colores. (Figura 4).

Figura 4. Representacion del proceso de digitalizacion de las imagenes (1.toma de fotografias 2. Extraccion
de la imagen)

17
TFG



3.3 — ANALISIS MORFOMETRICO

En este estudio los rasgos particulares del patron cromatico del plastron no eran
identificables a partir de landmarks (empleados en técnicas de GM). Sin embargo, otras
técnicas como los analisis de Fourier permitieron explorar pequefias diferencias en las
formas (Kuhl y Giardina, 1982; Ferson et al., 1985; Hammer y Harper, 2006), obtenidas

tras el proceso de digitalizacion.

Una vez definido el contorno se realizo el analisis de las elipticas de Fourier (EFA)
que transformo la serie de coordenadas bidimensionales x e y, a pardmetros de forma que

fueron llamados “descriptores elipticos de Fourier” (DEF).

3.3.1 — Extraccion de los contornos

Para la obtencion de los DEFs se utilizo el programa (SHAPE version 1.2 (Iwata y

Ukai, 2002). Este programa incluye las siguientes rutinas que se utilizan para tal proposito:

* ChainCoder, extrae el contorno de un objeto a partir de su imagen
digital. Este proceso convertira la imagen 256 BMP en una imagen en blanco
y negro (binarizada). El contorno del objeto se extrae por medio de la
deteccion automatica de su perimetro y la informacién relevante se
almacenara como un codigo de cadena (Figura 5), que es un sistema de
codificacion para describir la informacidon espacial de los contornos con
numeros del 0 al 7 (Freeman, 1974), los digitos indican la direccion del
proximo paso alrededor de un contorno: 0 = un paso a la derecha, 2 = un

paso arriba, 4 = uno a la izquierda, 6 = uno abajo, y los otros digitos son

direcciones intermedias.

~

- |

Chain code:
071000667545543322212

Figura 5. Representacion del proceso de la extraccion del codigo de cadena.
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* Chc2Nef: obtiene los coeficientes DEFs normalizados (NDEFs) a

través de una transformacion discreta de Fourier de los cddigos de cadena

del contorno de los objetos (figura 6). Estos DEFs son automéaticamente

normalizados en relacion a la primera armonica (representada por un circulo

virtual y sin informacion sobre la forma del contorno, Rohlf y Archie, 1984)

y, en consecuencia, éstos resultan invariantes o libres del efecto del tamafio,

posicion y orientacion (e.g. el punto de inicio del coédigo de cadena) (Kuhl y

Giardina, 1982; Iwata y Ukai, 2002).
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1 1.0000° 0.0000 0.0000 07
2 00134 00062 00030 -0.0803
3 00043 0.0085 00010 00597
4 00531 00113 0.0008 00203

Figura 6. Ejemplo ilustrado de la aproximacion a la forma de una hoja mediante elipticas de Fourier.
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3.3.2 — Analisis estadisticos

Para el andlisis factorial se emple6 el analisis de los componentes principales (APC)
utilizando la rutina (PrinComp), integrada en el programa SHAPE (version 1.2 Iwata y
Ukai, 2002). Para aplicar los tests estadisticos se utilizo el programa PAST (version 1.64)
con un nivel de significacion de 0,05. Del conjunto total muestreado, se eliminaron
finalmente 3 individuos: uno por ser de sexo desconocido, y dos por ser de origen

desconocido, quedando el total estudiado en 52 animales.

3.3.2.1- Anélisis de los componentes principales

A fin de interpretar los resultados o utilizar los coeficientes para otros andlisis, es
conveniente reducir la dimension del conjunto de datos obtenidos que describen el
contorno, hace falta eliminar informacion redundante. Esto se realiza mediante un analisis
de componentes principales (ACP), y asi obtener un conjunto reducido de nuevas variables
de forma. Esto se llevo a cabo utilizando la rutina (PrinComp) que realiza un ACP a partir

de los NDEFs derivados por el ChC2Nef.

3.3.2.2 — Diferencias entre sexos y poblaciones

Con el fin de encontrar diferencias entre los conjuntos definidos a partir de los
primeros componentes principales obtenidos, se utilizd el analisis multivariado de la
varianza no paramétrico de dos vias (NPMANOVA) (Anderson, 2001), usando la distancia
euclidiana, el sexo y la poblacion geografica como factores. Se recurrid a su estudio

mediante 9.999 permutaciones.

Este método es similar a su homdénimo paramétrico que calcula la variabilidad intra
y entre grupos para contrastar diferencias significativas entre dos o mas conjuntos
multivariados. Para aplicar este test estadistico se utilizod el programa PAST (version 1.64)

con un nivel de significacion de 0,05.
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3.3.2.3 — Relacion entre forma y variables métricas

Las variables métricas seleccionadas fueron las siguientes: longitud y peso,

expresadas en milimetros y en gramos respectivamente.

Con el fin de establecer relaciones entre la variabilidad métrica y morfologica, se
realizd una regresion entre las variables métricas y los valores obtenidos tras el analisis de
componentes principales sobre los coeficientes de Fourier, para ello se utilizaron por
separado longitud y peso como variables independientes y los coeficientes como

dependientes.
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4 - RESULTADOS

4.1 - EXTRACCION DE LOS CONTORNOS.

Los resultados del analisis EFA muestran que la forma puede ser descrita en detalle
con 20 armoénicos, por lo que se utilizaron inicialmente los 20 armoénicos para realizar los
analisis posteriores, cada arménico corresponde a los cuatro coeficientes que describen la
elipse, dado que el programa SHAPE utiliza el primer armonico para eliminar las posibles
diferencias relacionadas con el tamafno y la orientacion, el primer armonico no contiene
informacion morfologica por lo que cada figura qued6 descrita por (4x20)-4) = 76

descriptores.

PC1

PC2

PC3

PC4

PCS

PCE

PC?

PC8

PCY

DI

Figura 7. Aproximacion mediante el analisis de las elipticas de Fourier a la media poblacional del contorno
de la pigmentacion plastral correspondiente al lado izquierdo, representada por los 9 componentes principales.
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4.2 — ANALISIS ESTADISTICOS.

4.2.1 — Analisis componentes principales de los descriptores de Fourier

Los resultados de los andlisis de componentes principales sobre la matriz de
varianzas y covarianzas muestran que la forma a estudiar puede ser definida con los 9
primeros armonicos, asimismo se observa que los primeros captan la mayor parte de la

variacion contenida en la forma (Figura 8).

El primer componente explica el 40,7 % de la variacion, mientras que el segundo el
13,5 %. Asi los 9 componentes representan el 85,3 % de la variacion morfologica, por lo

que soélo se utilizaron éstos para realizar las correlaciones entre variables. (Tabla 1).

Tabla 1. Resultados del analisis de componentes principales. Los 9 primeros componentes explican 85.2%
del total de la varianza observada.

Componente  principal

(PC) Valor propio Proporcionn de la varianza (%)  Varianza acumulada (%)

PCl 0.00741 40.68 40.68
PC2 0.00248 13.50 54.26
PC3 0.00147 8.06 62.33
PC4 0.00112 6.15 68.48
PCS 0.00088 480 73.29
PC6 0.00072 3.94 77.23
PC7 0.00054 2.94 80.18
PC8 0.00050 272 82.91
PCY 0.00042 2.32 85.23

a5

40/

35

= 30]

15

104

o

(o}

o 6 12 18 24 30 36 42 48 54

Componente

Figura 8. Eigenvalues para los Componentes Principales (PC). Aqui se muestra que los primeros PC captan
la mayor parte de la variacion contenida.
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4.2.2 — Diferencias entre sexo y poblaciones

Del anélisis de los resultados obtenidos mediante el test de NPManova (Tabla 2), se
deduce que no aparecen diferencias estadisticamente significativas entre sexos (p=0,587),
aunque si aparecieron estadisticamente separadas las dos poblaciones geograficas
estudiadas: Albera (Catalufia, NE de la Peninsula Ibérica, n = 14, izquierda) y Baleares (n =

40, derecha). (p=0,001).

Esta diferencia se representa graficamente en la (figura 9) a fin de mostrar

visualmente esta diferencia.

Tabla 2. Resultados del test NPMANOVA de dos vias para sexos (n) y poblaciones(n). Se observan
diferencias estadisticamente significativas entre ambas poblaciones y para la interaccion poblacidon/sexo

Sumatorio

de Grados de Cuadrado
Factor cuadrados libertad medio F p
Sexo 1,21E+12 1 1,21E+12 0,599 0,587
Poblacion 7,43E+12 1 7,43E+12 3,695 0,001
Interaccion  -1,26E+13 1 -1,26E+13 6,251 0,045
Residual 9,65E+13 48 2,01E+12
Total 9,26E+13 51

Albera Islas Baleares

Figura 9. Aqui aparecen los contornos consensuados para ambas poblaciones del contorno de la

pigmentacion plastral correspondiente al lado izquierdo, representada por los 9 componentes principales.
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4.2.3 — Relacion entre forma y variables métricas

Los resultados de ambas regresiones, la del peso corporal (505.5g £ 297.1, rango
100-1260 gr) y la longitud (121.7 mm =+ 26,8, rango 66-171.7 mm) sobre los coeficientes de
Fourier respectivamente muestran resultados significativos (R* = 0,05 y R? = 0,04, p <<<
0,0001 para ambos), por lo que no existe un cambio alométrico y un patréon isométrico de
la pigmentacion plastral puede suponerse a lo largo de la vida y / o la condicion corporal

de los animales.
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5 -DISCUSION

En primer lugar se ha constatado en este estudio, en lo referente al método, que el
Andlisis de las Elipticas de Fourier EFA es un sistema que demanda de tiempo y que es
matematicamente complejo pero que, a pesar de su relativa complejidad matematica, estd

totalmente automatizado con lo cual los errores humanos en las mediciones se minimizan.

Ademas, no emplea vias complejas para la adquisicion de los datos (equipos
“delineadores”), sino solo una imagen digital con un nivel de procesamiento variable segiin

la complejidad de las formas a tratar.

Tambien es remarcable la capacidad del método tras el procesamiento estadistico en
reconstruir las formas automaticamente, de manera que no requiere habilidades de dibujo
del investigador, permitiendo identificar visualmente la ubicacién de las diferencias

detectadas.

Otros autores lo han usado ya con éxito a fin de discriminar intergenéricamente en
especies de insectos (Prieto y de Polanco, 2009), intragenéricamente en especies de
primates (Gamarra et al., 2011) y de aves ( Avila, 2014), y también con el objetivo de

discriminar poblaciones o razas geograficas de larvas de escarabajos ( Sharon et al., 2012).

Con estas premisas que nos ofrece la técnica de los descriptores de Fourier, se
plantea en el presente estudio comprobar si este método puede ser Util para caracterizar la

variabilidad de T. h. hemanni.

Anteriormente otros autores ya habian postulado que las técnicas morfométricas son
una herramienta util a la hora de explorar la variabilidad interpoblacional de T.A. hermanni,
a partir de la caracterizacion cromatica del caparazon (Pino et al., ano desconocido) y de la

forma del mismo a partir de landmarks (Pretus et al., 2009).

También se ha observado una gran variabilidad interpoblacional en la pigmentacion
del area que ocupa sobre el plastron en las poblaciones de 7. 4. boettgeri (Guyot y Devaux,

1997; Willemsen y Hailey, 1999b).
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En este sentido algunos autores (Bittner y King, 2003) postulan el aislamiento y/o el
clima como origen y mantenimiento de altos niveles de melanismo. Asi también, el
aumento de la pigmentacion plastral oscura en las poblaciones del sur de 7.4.boettgeri se ha
explicado por la ventaja que ofrece en la pérdida de calor al sustrato mediante radiacién

infrarroja durante la actividad (Willemsen y Hailey, 1999).

En el presente estudio no se han recogido datos moleculares para contrastar, por lo
que no se podria atribuir la componente genética a la diferencia observada, sin embargo
(Ljubisavljevi¢ et al., 2012) ya apunta a la teoria de que las diferencias morfométricas de
testudo hermanni boettgeri entre las poblaciones de Serbia y Montenegro podrian estar
expresando diferencias moleculares y teniendo en cuenta que diversos estudios han
demostrado que los descriptores de la Elipticas de Fourier son una herramienta 1til para
discriminar genéticamente tanto interespecifica, intergenérica e interpoblacionalmente, una
linea de futuro podria ser contrastar si existe coincidencia entre los resultados obtenidos
mediante la técnica del anélisis de las elipticas de Fourier y los resultados observados por
(Fritz et al., 2006) en su trabajo acerca de la filogeografia de 7. hermanni a partir del

analisis de la region del ADN mitocondrial (del gen) que codifica para el citocromo b.

El citado articulo define los dos haplotipos de dicho gen presentes en Espafia
(Figura 7), como H3 y H5. EIl H3 fue localizado en ejemplares de 1’Albera, Delta de
I’Ebre, norte de Menorca y Mallorca (Baleares), mientras que el H5 lo fue en el Delta de
I’Ebre y sur de Menorca (Baleares). El H3 estd considerado como tipico de la costa
mediterranea espafiola (Fritz ef al., 2006). Mientras que el HS, que es el habitual de las islas
Tirrénicas (Coércega, Cerdena y Sicilia), estd presente en Menorca debido a las
translocaciones en tiempos historicos, sin que se haya podido determinar cual fue la isla (o

islas) de origen.
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Figura 7. Distribucion geografica de los halotipos presentes en Espatia.

Por lo tanto, cabria ver si los individuos descritos por el método de los DEF como
pertenecientes al grupo “balear” son identificables a los individuos descritos genéticamente

como HS5. Si existiera coincidencia seria la forma idonea para validar el método.

Como lineas de futuro, y en primer lugar se plantea la posibilidad de ver si el
método seria viable para discriminar y poder retirar del medio natural individuos hibridos
entre las dos subespecies de tortuga mediterranea fruto de la introduccion de algunos
individuos de la subespecie oriental en el habitat de la 7. 4. hermanni (Soler. et al., 2012).
Por otro lado se abre la puerta a estudios de variacion geografica entre poblaciones,
fendmenos ecologicos y de herencia para poder ver si los patrones de la pigmentacion del
plastrén identificados son adaptativos al haber evolucionado bajo presiones selectivas
diferentes en las poblaciones donde aparecen o que tal vez sean fruto de la deriva genética

debido al aislamiento y fragmentacion del habitat.

Este estudio postula que el método de los DEF utiliza un enfoque holistico de la
verdadera forma, independientemente de las dimensiones, y es capaz de detectar diferencias
sutiles en la forma de siluetas cerradas. A partir de los datos obtenidos en esta investigacion
se deduce que el patron de pigmentacion plastral es un rasgo fenotipico que no expresa
diferencias entre sexos detectables por el método de Fourier; que sin embargo si es util para
expresar diferencias entre las dos poblaciones geograficas estudiadas; y que no varia a lo
largo de la vida de los animales, lo que le imprime la ventaja al método de ser util en todos

los individuos que queramos discriminar poblacionalmente.
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6 — CONCLUSIONES

1. Se han encontrado diferencias estadisticamente significativas en el disefo plastral

de las poblaciones de 7. . hermanni de Baleares y Albera.

2. No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas en el disefio

plastral de machos y hembras de 7. h. hermanni.

3. No se ha detectado cambio alométrico de la forma en el disefo plastral sobre el peso

y/o longitud individuales.
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