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Resumen de la tesis que presenta Daisy Pineda Suazo como requisito parcial para la obtenciéon del grado
de Maestro en Ciencias en Ecologia Marina.

Modelos matematicos para la estimacion de la razon de sexos en la tortuga prieta Chelonia mydas, en
la Reserva de la Biosfera de Bahia de Los Angeles, Baja California.

Resumen aprobado por:

Dra. Ma. Elena Solana Arellano Dr. Volker Koch
Codirector de tesis Codirector de tesis

La determinacion de la proporcién de sexos en tortugas marinas es un pardmetro importante que
permite estimar el crecimiento de la poblacion y con ello desarrollar estrategias efectivas de
conservacién. Dicho conocimiento nos dard una percepcién en los efectos a largo plazo de la razén de
sexos en la ecologia reproductiva de una poblacién. Es por ello, que resulta de interés examinar este
parametro en adultos de tortuga C. mydas en Bahia de Los Angeles principal sitio de alimentacién para la
especie dentro del Golfo de California. Para poder determinar la proporcion sexual, es necesario tener
un método preciso de sexado. Sin embargo, los métodos directos existentes para determinar sexos,
suelen ser invasivos y muy costosos. Ademas, la informacidn y los estudios para la determinacién de
sexos mediante el uso de medidas morfométricas y los caracteres sexuales secundarios es casi nula. Con
el objetivo de solucionar dicha problematica se realizd el analisis de las bases de datos generadas de
1996 al 2012 en Bahia de los Angeles y de 2009 al 2012 en Laguna Ojo de Liebre con el fin de obtener
modelos alométricos que permitieran generar métodos precisos de determinacion sexual en adultos y
juveniles de C. mydas asi mismo se realizé la calibracion de dichos modelos con los perfiles hormonales
(testosterona y estradiol) de los organismos sexados, para obtener estimaciones confiables de razéon de
sexos M:H. Obteniéndose como resultado que las variables LTC, LPreC y razdon (LPC/ LPreC) son las
medidas morfométricas que permiten una mejor determinacién de sexo en adultos y juveniles de C.
mydas. Ademas fue posible una mejor determinacion de las razones de sexo (H:M) para BLA (2.23:1 )y
para LOL (2.64:1). Se concluye que hasta el momento, el uso de perfiles hormonales como técnica de
sexado no es confiable debido a la falta de estudios pertinentes que permitan determinar los valores de
referencia de testosterona y estradiol que definan el sexo de los organismos para cada area de
agregacion y forrajeo de cada una de las especies estudiadas en todas las estaciones del afio.

Palabras clave: Razdn de sexos, Bahia de los Angeles, modelos alométricos, determinacién sexual,
perfiles hormonales.



Abstract of the thesis presented by Daisy Pineda Suazo as a partial requirement to obtain the Master of
Science degree in Marine Ecology.

Mathematical models for the estimation of sex ratio in the black turtle Chelonia mydas, in the
Biosphere Reserve of Bahia de Los Angeles, Baja California.

Abstract approved by:

Dra. Ma. Elena Solana Arellano Dr. Volker Koch
Codirector Codirector

Sex ratio determination in sea turtles is an important parameter that allows among other things,
estimate population growth, which in turns help us to develop effective strategies of conservation.
Besides, such knowledge will give us a clear perception of the long run effects of the sex ration on the
reproductive ecology of a population. For this reason, is of interest of the study of this parameter in C.
mydas adults in Bahia de Los Angeles, which is the principal feeding area for this sea turtle specie in the
California Gulf. In order to estimate sex proportion, it is necessary to count with a precise sexing method.
Nevertheless, the exiting direct sexing methods are invasive and expensive. Also, the information and
studies regarding sex determination using morphometric measurements and secondary sex characters
are scares. To solve this problem, and using a data base from 1996 to 2012 for Bahia de los Angeles and
a small LOL data from 2009 to 2012 we obtained allometric models that allowed us to generate precise
methods for sex determination in adults and sub adults of C. mydas, this models were calibrated with
hormonal profiles (testosterone y estradiol) of sexed organisms, this with the aim of having more reliable
sex ratio estimations (F: M). As a results we found that TTL, LPreC and the ratio (LPC/ LPreC) were the
best morphometric measurements that permitted a better determination on adults and juvenile C.
mydas sex. Besides it was possible to have a better determination of sex ratio (F: M) for BLA (2.23:1) and
for LOL (2.64:1). We concluded that hormonal profiles as tool for sexing these organisms are not reliable
due to the lack of information about the reference values of testosterone and estradiol that define the
sex in aggregation areas for different species and in different seasons.

Keywords: Sex ratio, Bahia de los Angeles, allometric models, sex determination, hormonal profiles.
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Capitulo 1

1. Introduccion y antecedentes

Existen siete especies de tortugas marinas en el mundo (IUCN, 2007): tortuga laud (Dermochelys
coriacea), tortuga prieta, blanca o verde (Chelonia mydas), tortuga caguama o cabezona (Caretta
caretta), tortuga carey (Eretmochelys imbricata), tortuga golfina (Lepidochelys olivacea), tortuga lora
(Lepidochelys kempii), y la tortuga aplanada (Natator depressus), la cual es endémica de Australia y la
Unica especie que no anida en costas mexicanas. Segun el ultimo informe de la Unidn Internacional para
la Conservacién de la Naturaleza (IUCN) del 2016, las cinco especies que se encuentran en las costas del
Pacifico mexicano, (Cliffton, et al., 1995; Nichols, 2003a); tienen algun tipo de amenaza. Dermochelys
coridcea, Lepidochelys olivacea y Caretta caretta estan bajo la categoria “vulnerable”, Eretmochelys
imbricata en “Peligro critico”, mientras Chelonia mydas se clasifica “en peligro de extincion”. Por lo que,
se encuentran incluidas en el Apéndice | de los acuerdos de la Convencién Internacional para el
Comercio de Especies en Peligro de Extincién de Fauna y Flora Silvestres (CITES) (National Marine
Fisheries Service and U.S. Fish and Wildlife Service, 1998), y en los Apendices | y Il de la Convencion sobre
la Conservacion de las especies migratorias (CMS), establecida en 1983. En ambitos de proteccion
nacional, estdn incluidas en la NOM-059-SEMARNAT-2010 bajo la categoria “en peligro de extincion”
(D.O.F., 2010).

Las tallas minimas de madurez sexual reportadas para tortugas marinas varian segun el drea, habitat, el
sexo y la especie. El largo recto de caparazéon (LRC) es un indicador comin de madurez sexual; para
individuos de C. mydas se reporta un LRC>77.3 cm como la talla promedia para la madurez (Alvarado y

Figueroa, 1991).

Las tortugas maduras realizan migraciones para reproducirse desplazandose desde las zonas costeras de
alimentacién a las playas de anidacidon donde nacieron. Estas migraciones son llevadas a cabo cada varios
afios tanto por las hembras como por los machos, y pueden atravesar amplias regiones pelagicas que
frecuentemente se extienden miles de kilémetros (Nichols et a/.1999, 2000; Nichols, 2003% Seminoff et
al. 2002d). Durante periodos en los que no se estan reproduciendo, los adultos, viven en zonas costeras
de alimentacién que frecuentemente coinciden con habitats en los que se desarrollan las tortugas

juveniles (Seminoff et al. 2007).
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Durante 10 afios (1994-2004) de monitoreo en Bahia de los Angeles, C. mydas (Linnaeus, 1758) presentd

un rango de tallas entre 45 y 100 cm de la longitud recta del caparazén, con una tasa media de

crecimiento de 1.4 cm por afio (Seminoff et al. 2002c y 2003%; tabla 1).

Tabla 1. Resumen de las clases de talla y madurez de las tortugas capturadas en BLA de 1994 a 2004. Las dreas
sombreas indican un probable estado de madurez (adultos) con base en la talla media de anidacion en la colonia
mds cercana. Las longitudes medias de caparazén al momento de la anidacion son: tortuga prieta = 77.3 cm LRC
(Michoacan, México; Figueroa et al. 1993), perica = 89.0 cm LRC (Japdn; Uchida y Nishiwaki 1982), tortuga carey =
68.6 cm LRC (Samoa Americana; Witzell 1983), y tortuga golfina = 62.2 cm LRC (Sinaloa, México; Marquez, 1990).
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1.1 Ciclo de vida de Chelonia mydas

Chelonia mydas es una especie cosmopolita de aguas costeras continentales e insulares en el trépico y
subtrépico (Mdrquez, 1990), su distribucién esta limitada por el desplazamiento estacional de las

isotermas de 20°C hacia el norte y sur (Marquez, 2004) (figura 1).

Figura 1. Rango aproximado de distribucion de Chelonia mydas.
(http://www.californiaherps.com/turtles/maps/xcmydasworldrangemap4.jpg).

Existen dos grandes subpoblaciones en México, la del Atlantico también conocida como tortuga verde o
blanca (Pritchard & Mortimer, 1999; Seminoff, 2004), y la del Pacifico conocida como tortuga prieta o
Chelonia mydas agassizii (Bocourt, 1868; Carr, 1952). La primera habita en las costas de Europa, Africa y
Norteamérica, la poblacion del Pacifico Oriental se distribuye tanto en las costas continentales como en
las islas, principalmente desde el centro de la peninsula de Baja California, centro de México (de
Michoacén al Istmo de Tehuantepec), el Salvador — Nicaragua, suroeste de Colombia, Ecuador, Islas
Galdpagos y norte de Per(; y en temporadas muy calidas se les puede observar en el sur de Peru y Chile
(Marquez, 1996; Gulko y Eckert, 2004; Amorocho y Reyna, 2007). Cada una de estas especies cuenta con
sus propios habitats de alimentacién y anidaciéon. En México, la tortuga prieta anida en las playas de
Tamaulipas, Michoacan, Veracruz, Campeche, Yucatan y Quintana Roo (Marquez, 1990). Las playas de
anidacidn mas importantes para la poblacién del Atlantico en México se encuentran en Quintana Roo,
donde se han registrado mas de 10 000 anidaciones de tortuga verde en promedio al afio; Quintana Roo
es una de las cinco regiones del Gran Caribe con mayor nimero de nidos (Spotila, 2004). Para la
poblacién del Pacifico Oriental se han registrado anidaciones desde Baja California Sur y Sinaloa hasta
Chiapas y con mayor abundancia en las playas de Colola y Maruata en Michoacdn, las cuales fueron

decretadas santuarios en 2002 (Alvarado y Delgado, 2005) y en las playas de las Islas Clarién y Socorro
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del Archipiélago de Revillagigedo (CONANP, 2011), que representan la segunda zona con mayor
anidacidn en el pais para la tortuga verde del Pacifico (SEMARNAT, 2011; Marquez, 2002)(Ver figura 2).
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Figura 2. Distribucion y habitad de Chelonia mydas en México. Fuente: PNCTM, 2009.
http://www.conanp.gob.mx/sig/imgmapoteca/mapoteca.htm CONANP, 2008.

C. mydas ocupa tres diferentes tipos de habitat en las diferentes fases de su ciclo de vida: playas de
anidacion, zonas de convergencia en habitats peldgicos, y zonas de alimentacidon bentdnicas en aguas
costeras someras. Durante su desarrollo en el huevo y hasta 48 horas después de la eclosidn, su fuente
de energia es el saco vitelino, el cual aprovecha hasta que puede alimentarse de manera independiente
(Musick y Limpus, 1997). Su dieta es omnivora de neonato a juvenil, pero se vuelve esencialmente
herbivora cuando los juveniles cambian del habitat ocednico al neritico-costero. Tras su nacimiento, los
neonatos se adentran en el mar y se dirigen hacia zonas de convergencia en el océano abierto (Carr,
1986). Después de un periodo de desarrollo en el océano (Reich et al., 2007), los ejemplares juveniles, de
un tamaino aproximado de 20-40 cm de longitud curva del caparazén, abandonan el habitat peldgico-
ocednico y se incorporan a habitats neriticos, cambiando su dieta y pasando a adquirir una alimentacion
bentdnica (Bjorndal, 1980; Balazs, 1982; Musick y Limpus, 1997). Los juveniles se establecen en sitios
cercanos a las costas y pueden estar en un area de pocos kildmetros durante periodos prolongados

(Seminoff et al., 2002b; Koch et al., 2007). Estos habitats incluyen generalmente pastos marinos con
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algas y fanerégamas marinas, aunque las tortugas prietas también pueden encontrarse en arrecifes
coralinos y fondos rocosos. Las dareas de alimentacion de los juveniles y adultos se encuentran
generalmente en aguas costeras con profundidades de 2 hasta 20 m (Formia, 2002). La temperatura del
agua en estos habitats suele estar en rangos entre 16° y 30°C (Limpus et al., 1994; Formia, 2002). Es
posible que juveniles y adultos salgan a la playa a tomar banos de sol, este comportamiento puede ser
una forma de termorregulacién, al incrementar la temperatura de su cuerpo hacen mas eficientes
algunos procesos metabodlicos (Spotila et al., 1997). Las principales zonas de alimentacién en el océano
Pacifico para esta especie abarcan desde la peninsula de Baja California hasta las costas occidentales de
América Central y América del Sur hasta el norte de Perq, incluyendo Islas ocednicas como la Isla del
Coco (Costa Rica), la isla de Gorgona (Colombia) y el Archipiélago de las Isla Galdpagos (Monzdn-Argiiello

etal., 2011).

Las tortugas hembras cuando llegan a la madurez sexual, realizan migraciones reproductivas que las
llevan de sus zonas de alimentacién a las playas de anidacién donde nacieron. Estas migraciones son
llevadas a cabo cada 2 a 4 afios, y pueden desplazarse cientos o hasta miles de kildmetros (Nichols et al.,
2000; Nichols, 20032; Seminoff et al., 2002d). En el ciclo de vida de la tortuga prieta proveniente de las
playas de anidacién de Michoacdn, BLA es un area de forrajeo de gran importancia, por su alta
productividad bioldgica y la presencia de habitat clave para la especie (Nichols et al., 2000; Nichols,

2003a) (figura 3).
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Figura 3. Esquema general del ciclo de vida de las tortugas marinas. Disefiado con base en el patrén de ciclo de vida
tipo Il de Bolten (2003) y CIA (2006).




1.2. Determinacion de sexo y razdn de sexos

En los organismos que se reproducen sexualmente, la proporcidn sexual es un factor importante para la
determinacidn del crecimiento poblacional. Las tortugas marinas son en gran medida ectotérmicas, ya
gue necesitan el calor de su medio circundante como energia para poder llevar a cabo actividades diarias

basicas como moverse de un lugar a otro y digerir sus alimentos (Seminoff et al., 2007).

El sexo de las tortugas marinas como el de otros réptiles esta determinado por la temperatura de
incubacién, por lo que se dice que el sexo es dependiente de la temperatura (SDT). Este es un tipo de
determinacidn sexual ambiental, en que el sexo de cada individuo se define después de la fertilizacion,
segun la temperatura de incubacidon® de los huevos predominante durante un periodo termosensible el
cual corresponde al segundo tercio del periodo de incubacidon en tortugas marinas (Yntema y Mrosovsky,
1982; Broderick et al., 2001; Glen y Mrosovsky, 2004). La temperatura a la cual cada embrién tiene igual
probabilidad de diferenciarse en macho o hembra es conocida como temperatura pivote (TP);
tedricamente, un nido mantenido a TP aproximadamente 29.3 — 29.5° C para C. mydas (Godfrey and
Mrosovsky, 2006; Godfrey, 1997; Spotila, et al., 1987; Standora and Spotila, 1985; Rimblot et al. 1985),
durante el periodo termo sensible produce una proporcion de sexos de 1:1 (50% machos y 50%
hembras). Dependiendo de las condiciones ambientales, las crias tardan entre 45 y 70 dias en
desarrollarse dentro del huevo. A temperaturas mayores (30°C o mas) el desarrollo se acelera y también
aumenta la proporcién de hembras. Por otra parte a menores temperaturas (entre 22 y 27°C) el proceso

es mas lento y la proporcién de machos es mayor (Mrosovsky e Yntema, 1980).

La determinacidon de la proporcién de sexos en tortugas marinas es uno de los pardmetros que se
requieren para estimar el estatus y la dindmica de la poblacion y con ello desarrollar estrategias efectivas
de conservacion (Eckert et al, 2000). Conocer parametros demograficos tales como tasas de crecimiento,
sobrevivencia, reclutamiento, edad de primera reproduccion, porcentaje de animales reproductivamente
activos cada afio, edad y duracién de la historia de vida reproductiva y la proporcién sexual de cada
poblacion es esencial para el desarrollo de modelos poblacionales (Owens, 1997). Los modelos
poblacionales que describan los pardmetros antes mencionados, son especialmente importantes para
propdsitos de conservacion y manejo de especies clasificadas como amenazadas (Casale et al., 2006),
como es el caso de las tortugas marinas. La segregacion de sexos determinada por la temperatura,
permite predecir la proporcidn sexual en tortugas marinas (Godley et al., 2001%; Abella et al., 20077, sin

embargo se ha observado que las proporciones sexuales en esas especies no coinciden con las

! Temperatura del nido durante el periodo de incubacién.
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expectativas tedricas 1:1 (de acuerdo a la temperatura pivotal de incubacidn en la cual se produce una
proporcién igual de machos y hembras) (Godley et al., 2001a; Mrosovsky et al., 2002, Delgado, 2008;
Abella, 2010; Marco, et al., 2010 y Varo Cruz, 2010) y un aumento significativo de la produccién de
hembras provocando una razén de sexos acentuadamente sesgado en algunas poblaciones (Godley et
al., 2001a y Mrosovsky et al., 2002). Este fendmeno de feminizacién puede tener implicaciones
significativas en la dindmica de apareamiento y la estructura de las poblaciones (Orzack, 2002), lo que a

mediano plazo puede ocasionar extinciones locales (Matsuzawa et al., 2002).

Por otra parte, durante el desarrollo embrionario la temperatura del nido se correlaciona inversamente
con la determinacién del sexo (Yntema y Mrosovsky, 1980), con el tamafio y peso de los neonatos
(Burgess et al., 2006) y con el periodo de incubacion (Miller, 1985) ya que la temperatura de incubacién
influencia la morfologia y supervivencia de los neonatos y las temperaturas altas aceleran el desarrollo
embrionario (Bull y Vogt, 1979); de igual manera guarda una correlacion inversa con el éxito de eclosion
(Mrosovsky, 1994; Broderick et al., 2000; Hays et al., 2001, 2003; Godley et al., 20012; Carthy et al.,
2003), el cual aunque dependiente de otros factores, como depredacién, humedad, airamiento,
salinidad, entre otros parametros (Miller et al., 2003; Da Graca et al., 2010), ocurre en un rango térmico

determinado (tolerancia térmica embriogénica o TTE; Miller et al., 2003).

1.3. Cambio global

Las tortugas marinas dependen de los dominios costeros y ocednicos para su reproduccidon y
alimentacién (Spotila, 2004), la alteracién de las condiciones térmicas por el cambio climatico podria
tener impactos negativos (Hawkes et al., 2009). Tomando en cuenta que en estos organismos la
determinacion de sexo es dependiente de la temperatura, es razonable suponer que el calentamiento
global, podria favorecer una mayor proporcién de hembras en la poblacién. Hawks et al. (2007) sostiene
que el aumento de temperatura podria estar feminizando poblaciones de tortugas marinas y que de ser
ciertos dichos prondsticos, el calentamiento global del planeta se perfila como un riesgo para estas
especies. Mas aun, estudios recientes revelan cambios ecoldgicos importantes de la fauna y flora tanto
terrestre como marina debido al cambio climatico (Whalter et al., 2002; Parmesan y Yohe, 2003;

McMahon y Hays, 2006).

Las estimaciones actuales predicen un incremento de 1.8 a 4°C en las temperaturas globales dentro del

proximo siglo (IPCC, 2014), de ser asi, temperaturas mas altas pueden afectar a las tortugas marinas
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durante el desarrollo embrionario ya que, una incubacion exitosa de los nidos solo es posible dentro de
limites térmicos especificos y es letal por debajo de los 23°C y sobre los 35°C (Ugalde, 1986; Ackerman,
1997; Mrosovsky, 1980). Existe preocupacién de que un aumento en las temperaturas de las playas de
anidacidn podria sesgar las proporciones sexuales significativamente hacia las hembras (Medellin et al.,
2009) y si las temperaturas son extremadamente altas, las implicaciones pueden ser mucho mas serias,
llevando a una mortalidad alta en nidos de algunas localidades. Un aumento de 2°C en la temperatura de
la arena disminuiria drasticamente el nimero de machos de tortuga marina e incrementos mayores de
2°C, podrian suponer la pérdida de importantes dreas de anidacién de tortugas marinas, al dejar de ser
viable la incubacidn por acercarse al limite critico o letal (Hawkes, 2009). Lo anterior podria llevar a una
disminucién en el tamaifo de la poblacidon, aumentando asi la vulnerabilidad de extincidon de estas

especies (Baker et al., 2009).

Existen estudios que sugieren que el inicio de las temporadas de anidacién se estan adelantando como
respuesta a un aumento de la temperatura superficial del agua causado por el cambio climatico
(Weishampel et al., 2004 y Pike et al., 2006). Un ejemplo de ello es lo documentado por Pike et al. (2006)
quienes sugieren que las temporadas de anidacidén se estan acortando en Florida. Otros autores hacen
hincapié en fendmenos relacionados con el cambio climatico, por ejemplo estudiando las relaciones
entre el tiempo de llegada de las tortugas a las playas de anidacidn, la época y frecuencia de tormentas
tropicales y huracanes, la destruccion de nidos etc. (Pike y Stiner, 2007); o haciendo predicciones del
impacto que puede tener un aumento del nivel del mar en la pérdida de habitat de playa para la
anidacién de las tortugas. En el Caribe, por ejemplo Fish et al. (2005) encontraron que un aumento de
0.5 m del nivel del mar podria tener como resultado una pérdida del 32% del habitat de anidacién de las

tortugas marinas que alli se reproducen.

Recientes estudios demuestran que altas temperaturas superficiales del mar (TSM) reducen la duracién
de hibernacién para las tortugas caguamas (Caretta caretta) permitiéndoles que estén activas mas
tiempo e incrementando su éxito de forrajeo (Hochscheid et al., 2005, 2007; Broderick et al., 2007;
Hawkes et al., 2007b). Sin embargo, el comportamiento reproductivo (periodo entre intento de
anidaciones sucesivas, periodo entre estaciones de anidacidn sucesivas, numero de anidaciones, etc) es
afectado por las altas TSM (Sato et al., 1998; Hays et al., 2002; Solow et al., 2002; Mazaris et al., 2004;
Saba et al., 2007). Ademas se ha teorizado que las condiciones climaticas afectan la disponibilidad de
alimento lo cual incidird indirectamente al desempefio reproductivo de los individuos. (Broderick et al.,

2001; Saba et al., 2008).



1.4 Reproduccidn y control endocrino de la reproduccion

El sistema nervioso central desempefia un papel relevante en el control de la reproduccién bajo dos
aspectos fundamentales: en primer lugar es el encargado de integrar las sefiales externas (luz,
temperatura, fotoperiodo, salinidad, nutrientes, factores sociales como presencia de otros individuos,
densidad de poblacidn, proporciéon de sexos, etc.) e internas (hormonales) lo cual realiza mediante la
captacién de dichas sefales a través de sistemas sensoriales especificos y, en segundo lugar, debe
transmitir las senales a los efectores endocrinos, a través de una accion moduladora sobre la actividad

de la hipodfisis (Peter et al., 1991; Kah et al., 1993; Trudeau, 1997).

Los ciclos de la reproduccion estan regulados por estados fisioldgicos y cambios ambientales. Para que la
reproduccion tenga éxito es preciso que se produzca una sincronizacion de los reproductores con las
variaciones de los factores ambientales. Esta sincronizacidn permitird que una vez que los individuos
alcancen la madurez sexual e inicien la reproduccidn, ésta se desarrolle de manera secuencial con muy
pocas variaciones a lo largo de la vida. En algunas especies de vertebrados superiores, los dias largos
estimulan el desarrollo gonadal asi que la época de reproduccién ocurre generalmente en el verano,
pero una vez terminada ésta el estimulo enddgeno se modifica, y el animal se prepara para la inmediata

migracion hacia las zonas de alimentacion (Kenneth et al., 1993; Carrillo et al., 1995; Marquez, 1996).

En la mayoria de los reptiles factores como el fotoperiodo, temperatura y la variacion en las
concentraciones de las gonadotropinas —FSH y LH- y andrégenos (testosterona) influyen directamente
en los ciclos reproductivos (Callard et al., 1976a; Licht, 1970; Licht y Crews, 1975; Licht y Tsui, 1975;
Lipner et al., 1974). Las tortugas marinas poseen una glandula pineal fotosensitiva bien desarrollada que
produce melatonina la cual se ha demostrado que regula los ciclos reproductivos en muchas especies de

vertebrados (Owens, 1997).

Los patrones reproductivos de las tortugas marinas estan fuertemente condicionados y relacionados con
las migraciones a las playas de anidacidn (Marco et al., 2009). Los adultos realizan migraciones desde las
areas de alimentacién a las playas de anidacion para la reproduccién cada 2 - 4 afios, donde realizan
varias puestas cada 12-15 dias (Mazdn-Argiiello et al., 2011). Esta secuencia ciclica no es definitiva, ya
gue en ocasiones se retrasa por un afio o se suspende por periodos mas largos, debido a escasez de
alimento, cambios ambientales extraordinarios (v.gr: efecto de las corrientes cdlidas producidas por el
fendmeno de "El Nifio") (Limpus y Nichols, 2000), enfermedades, etc. También es normal que estas

irregularidades se presenten en el ciclo de individuos muy jovenes o muy viejos, por lo que los mejores
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reproductores son los individuos maduros, con varias temporadas de experiencia. A estas conclusiones
han llegado Wood y colaboradores (1983) con las tortugas blanca y lora, cultivadas en el Caribe, en la
granja de la isla Gran Caiman, donde no sélo el nimero total de huevos desovados por temporada va
aumentando con la edad de los animales, sino que también se incrementa la fertilidad, es decir, la
eficiencia en la reproduccién aumenta rdpidamente con el tiempo hasta un limite mdximo, en el cual los
adultos se conservan durante varias temporadas, para después declinar con el envejecimiento (Marquez,

1996).

El ciclo reproductivo presenta ademads del componente anual una componente mensual, quincenal o
decenal y el momento del desove puede ser influido principalmente por las fases lunares, mareas,
temperatura e incluso fuerza y direcciéon del viento. Ademas, por caracteristicas morfoldgicas vy
fisioldgicas, el desove no ocurre en una sola puesta, sino que las tortugas en cada temporada desovan de
2 a 5 o mas ocasiones y la frecuencia y el nimero de estos desoves es una caracteristica de la especie
(Marquez, 1996). En el caso de las tortugas lora (L. kempi) y golfina (L. olivacea), que son principalmente
anuales y forman arribazones, el ciclo es lunar, de 28 dias, generalmente durante los cuartos
menguantes. Para las demas especies, que no son anuales, el ciclo principalmente es de 10 a 14 dias,
aunque en algunos casos, como por ejemplo en la tortuga laud (D. coriacea), se observa un claro pico
durante las lunas nuevas; ademas, en esta especie por lo general el nimero de puestas es mayor de tres

y en ocasiones un mismo individuo desova mas de siete veces en una sola temporada (Marquez, 1996).

De la fase peldgica de las tortugas marinas no se conoce nada sobre su comportamiento hormonal pero
organismos en su fase post-pelagica muestran niveles de testosterona donde los machos muestran una
estacionalidad aparentemente dependiente de la temperatura esto es, los niveles de testosterona estan
correlacionados con la temperatura. Segun Limpus (1985) es posible que el pico en niveles de
testosterona (figura 4) pueden inducir a los machos a moverse a mejores areas de forrajeo en donde
permaneceran hasta que inicien su migracién reproductiva. Ademas, de acuerdo con Limpus (1985)
durante la etapa de subadultos las tortugas marinas pasan de un periodo controlado por la temperatura

a lo que se cree que seria un periodo controlado por el fotoperiodo.

Los niveles elevados de testosterona coinciden con la receptividad al apareamiento y esto dura solo unos
pocos dias, esto sugiere que la testosterona en realidad inicia el comportamiento reproductivo de las
hembras el cual ocurre durante los meses de verano cuando, segun Marquez (1996), los dias largos

estimulan el desarrollo gonadal.
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Figura 4. Niveles de testosterona en tortugas marinas inmaduras Kemps ridley en el mar de Arama, Galveston,
mostrando una clara dependencia de la temperatura en este estadio. (Tomado de la tesis de Morris, 1982 de la
Universidad de Texas).

Mientras que las hembras aparentemente no tienen desarrollado ningun factor sexual secundario, en su
estudio, Morris (1982) presenta una correlacion positiva entre la temperatura ambiente y los niveles de
testosterona en animales jévenes reforzando la idea de que machos juveniles y subadultos con la edad
segregan mas testosterona. La gonadotropina y testosterona estimulan el cortejo de apareamiento en
machos inmaduros. Asi mismo, se cree que las ufias de las aletas y el ablandamiento de la cavidad del

plastrén es controlado por la testosterona en machos.

1.5 Esteroides de la reproduccion

Las hormonas andrdgenas han demostrado ser de gran importancia en la expresidn de las caracteristicas
sexuales secundarias en varias especies de quelonios (Dodd, 1960). En la pubertad en tortugas marinas
macho la cola alargada se convierte virtualmente prensil. Ademas, la testosterona tiene un fuerte efecto

estimulante sobre el comportamiento reproductivo (Dodd, 1960).

Los estrégenos en las hembras aumentan los niveles plasmaticos de unién al calcio (Dessauer, 1970).

Ademas, los oviductos de reptiles responden notablemente a estrégenos exdgenos (Callard et al.,
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1972).El trabajo de campo realizado por Booth and Peters (1972) indica el comportamiento

caracteristico para C. mydas, antes, durante y después de distintos periodos de receptividad. Crews

(1973) ha demostrado una correlacién entre el momento de la ovulacién y la receptividad para el

apareamiento en A. carolinensis (especie de lagarto perteneciente a la familia Polychrotidae) y postula

que la receptividad para el apareamiento esta regulada por la liberacion de los esteroides ovaricos.

Existen evidencias que la tortuga prieta puede poseer dos gonadotropinas, la FSH, encargada de regular

el crecimiento gonadal, y la LH, cuya funcidn es regular la maduracién final de los gametos asi como la

ovulacidn/espermiacion (Weltzien et al., 2004) (ver tabla 2).

Tabla 2. Hormonas reproductivas y sus funciones.

HORMONA EFECTOS CITAS
MACHOS HEMBRAS
Testosterona Produce el desarrollo Incrementa el tamafio y el Wibbels et al, 1990;
paulatino de los caracteres desarrollo de los ovarios y Owens, 1997; Hamann et
sexuales secundarios: oviductos. al., 2003 y Wyneken, 2004
elongacién del apéndice
impar, ufias del segundo
dedo fuertemente curvas,
ablandamiento de la linea
media del plastron,
maduracion de los tubulos
seminiferos y comienzo de
la espermatogénesis.
Estrégenos N/A Preparan a la hembra para la Pough et al., 2004.
copula y fertilizacion
Progesterona N/A Inhibe los ciclos de Pefiuela, 2004.
vitelogénesis y estimula Ia
contractibilidad del oviducto.
Hormona Promueve la Tiene una accién estimuladora Prieto-Gémez y Velazquez-

foliculoestimulante
(FSH)

Luteinizante (LH)

espermatogénesis.

Favorece la secreciéon de
andrégenos.

del desarrollo folicular
temprano y de la preparacion
de las goénadas para las

acciones posteriores de la LH,
ademas de iniciar la secrecién
de los estrogenos.

Regula los procesos de
ovulacién 'y secrecion de
progesterona en el ovario.

Paniagua, 2002; Swanson,
1991 y Querat et al., 2000.

Suzuki et al., 19883, b, c, d.

N/A (No aplica).

Los esteroides consisten en un grupo de hormonas de naturaleza lipidica, derivadas del colesterol, con

funciones fisioldgicas diversas entre las que destacan el metabolismo de carbohidratos, balance de iones
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y agua o la maduracidn sexual (Rodriguez, 2014). Los esteroides sexuales, también conocidos como
esteroides gonadales, son hormonas esteroides que interactian con los receptores androgénicos o
estrogénicos de vertebrados (Guerriero, 2009) y son producidos por la corteza adrenal, los andrégenos,
presentan una accién similar a la de los esteroides producidos en las génadas masculinas (Accordi y
Gallo, 1982). En machos, los niveles de testosterona producidos a partir de los andrégenos corticales
tienen una importancia fisioldgica insignificante en comparacién con las cantidades de esta hormona
producidas por los testiculos. Sin embargo, en el caso de las hembras, la testosterona “cortical”
representa la principal fuente de esteroides sexuales cuando disminuye la actividad gonadal (Accordi et
al., 1984). El término hormona sexual es casi siempre sindnimo de esteroide sexual. Las hormonas no
esteroideas hormona luteinizante (LH), de la cual dependen los procesos de ovulacién y secrecion de
esteroides gonadales, especialmente de progesterona en el ovario y de andrdgenos en el testiculo, la
hormona foliculoestimulante (FSH), a la cual se le asigna una accién estimuladora del desarrollo folicular
temprano y de la preparacién de las gdnadas para las acciones posteriores de la LH y hormona liberadora
de gonadotrofina (GnRH) encargada de controlar la funcidon de la hipdfisis anterior induciendo la
liberacién de la FSH y la LH al torrente sanguineo para llegar finalmente a las génadas, generalmente no
son consideradas hormonas sexuales, a pesar de que su participacion en la reproduccion (Suzuki et al.,

1988% b, ¢, d; Swanson, 1991; Querat et al., 2000).

El conocimiento sobre la endocrinologia de los quelonios es exiguo, en especial de Chelonia mydas vy
aunque se han hecho estudios endocrinos en algunas especies de tortugas marinas no se conocen los
valores hormonales para las especies presentes en México, especificamente en la poblacién que se

encuentra en Bahia de los Angeles (Avendafio et al., 2002).

Casares et al. (1999), describieron el comportamiento hormonal de la tortuga de Galdpagos (Chelonoides
nigra) a lo largo del ciclo reproductivo (tabla 3) el cual comprende las etapas de celo, temporada

reproductiva y temporada de anidacion.
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Tabla 3. Concentracidon hormonal a lo largo del ciclo reproductivo en la tortuga de Galapagos (Chelonoides nigra).

. Celo / momento Temporada Temporada de
Valores de referencia .. . s
de la ovulacion reproductiva anidacion
Hembras Machos Macho Hembra Macho Hembra Macho Hembra
Testosterona 0.02-2.87  1-69 ng/ml e HEEE ey AR - **
ng/ml
Corticosterona VND®-2 03-29mg/ml ypn T i T "
ng/ml
21_ 4 % %k %k k ok % %k %k *
Estradiol 345
pg/ml
0.1-3.7 *okok ok ok
Progesterona
ng/ml

Los asteriscos indican la presencia o ausencia de cada hormona (segln sea el caso) donde un asterisco indica
presencia casi nula y 5 asteriscos indican el pico maximo. VND* Valores no detectables (modificado de Avendafio et
al. 2002).

La concentracion de testosterona (T) se ha estudiado en tortugas marinas inmaduras, principalmente
tortuga caguama, con la finalidad de validar su uso para la determinacion de la proporcién sexual en
poblaciones silvestres (Owens et al., 1978; Wibbels et al., 1987b; Bolten et al., 1992; Gross et al., 1995 y
Braun-McNeill et al., 2007).

Los estrogenos tienen un papel muy importante en la reproduccidon de las tortugas ya que regulan
importantes procesos en las hembras, como el crecimiento y desarrollo del tracto reproductivo, el
desarrollo de caracteristicas sexuales secundarias y el ciclo estral. Alguna alteracion en cualquiera de
estos procesos puede causar severos efectos en la eficiencia reproductiva de un organismo (Palmer et

al., 1998).

1.6 Clasificacidon de sexos mediante caracteres secundarios en Chelonia mydas

En la actualidad, los estudios para la determinacidn de sexos mediante el uso de medidas morfométricas
y la expresion de los caracteres sexuales secundarios es casi nula, a pesar de que algunos autores como
Limpus (1994), Ross (1994) y Wibbels (2000) entre otros, hayan planteado criterios de clasificacién de
sexos mediante caracteres secundarios, todavia sigue resultando un tema de incertidumbre, por la falta
de estudios comparativos robustos. Heithaus et al. (2005), realizaron la diferenciacién sexual de los

individuos de las especies Chelonia mydas y Caretta caretta mediante el uso de medidas morfométricas,
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dichos autores clasificaron como machos a todo aquel individuo con longitudes de cola > 25 cm mientras
que los individuos con colas cortas y LCC > 100 cm se le clasificd como probable hembra, argumentando
gue la mayoria de los machos deberian haber madurado y desarrollado largas colas. Se considera que los
analisis previos al disefio de este documento, se realizaron de una manera incompleta ya que no cuentan
con ningun tipo de calibraciéon que dé robustez a su estudio en el que cabe resaltar se descubrieron
individuos que fueron sexados como hembras, que resultaron ser machos, o individuos clasificados como
sexo inmaduro que podrian ser machos con maduracion tardia. Cabe sefalar la importancia de las
variables PC y LTC, como caracteres secundarios para la diferenciacidon sexual, asi como la toma de las

nuevas medidas en el modelo largo pre cloacal (LPreC) y largo post cloacal (LPC).

1.7 lJustificacion

La proporciéon sexual es un factor importante para la determinacién de la dindmica poblacional, por lo
gue es necesario tener un método preciso de determinacién de sexo que permita estimar la proporcién
sexual de tortugas marinas. Existen varios métodos directos para determinar sexos, en crias 0 neonatos
mediante la diseccién y evaluacion de las génadas, en inmaduros, laparoscopia y medicion de
testosterona en muestras de sangre. Para los adultos, los machos desarrollan una cola larga y musculosa
durante la pubertad, sin embargo se debe tener cuidado porque es posible confundir machos inmaduros
por hembras pequefias (Limpus y Reed, 1985) y machos tardios por inmaduros. El sesgo principal para
una toma de datos mas uniforme, es decir, para obtener machos, hembras y juveniles en el mismo sitio
es asociado al comportamiento en la ruta migratoria por lo que una manera de minimizar este sesgo es
muestrear y sexar tortugas en las areas de alimentacién durante una temporada del afio de no
migracion, con esto se estarian teniendo individuos mds representativos de toda la poblacién ya que se
incluirian inmaduros y adultos (Bjorndal et al., 2005). Es por ello, que resulta de interés examinar la
proporcién de sexos en adultos de tortuga prieta en Bahia de Los Angeles principal sitio de alimentacién

para la especie dentro del Golfo de California.
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1.8 Hipétesis

Es posible determinar el sexo de C. mydas mediante modelos matematicos a partir de mediciones

morfomeétricas y calibradas con perfiles hormonales (niveles de testosterona y estradiol).

Las medidas morfométricas largo pre cloacal y largo post cloacal mejoran el modelo propuesto por

Solana-Arellano & Santacruz-Lépez (2012) para Chelonia mydas para el area de estudio.

La razdn de sexos para la especie Chelonia mydas en el drea de estudio esta sesgada hacia las hembras.

1.9 Objetivos

Objetivo General

Usar modelos alométricos para generar métodos precisos de determinacion sexual en adultos y juveniles
de C. mydas y calibrar dichos modelos con los perfiles hormonales de los organismos sexados, para

obtener estimaciones confiables de la razdn de sexos.

Objetivos especificos

e Establecer mediante estadistica multivariada las medidas morfométricas que se relacionan con los

caracteres sexuales secundarios, incluyendo las dos nuevas mediciones (largo pre y post cloacal).

e Ajustar los modelos alométricos con las variables encontradas por métodos multivariados para la

determinacidn de sexos de organismos inmaduros y adultos de C. mydas.

e Calibrar o corroborar el sexo de cada individuo determinado por el modelo por medio de su perfil

hormonal.

e Determinar el sexo de C. mydas mediante modelos matematicos a partir de mediciones morfométricas y

calibrar con perfiles hormonales (niveles de testosterona y estradiol).
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e Integrar las medidas morfométricas largo pre cloacal y largo post cloacal a los modelos matematicos para

el 4rea de Bahia de los Angeles para el sexado de esta especie.

e Determinar la razén de sexos para la especie Chelonia mydas en el area de estudio.
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Capitulo 2

2. Metodologia

2.1 Areas de Estudio

Bahia de los Angeles

Bahia de los Angeles se encuentra en el estado de Baja California, situado en la costa oeste del golfo de
California, a 540 Km de Ensenada (28° 95' N y 113°55' O) (Figura 4). Presenta un clima arido, altamente
influenciado por la parte desértica de la peninsula, con una precipitacion media anual de 60.5 mm a™y
una tasa de evaporacion elevada (Cavazos, 2008). El drea estd dividida en Zona Peninsular y Zona Insular,
las cuales constituyen la Reserva de la Biosfera de Bahia de Los Angeles, Canal de Ballenas y Salsipuedes

(D.O.F., 2007).
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Figura 5. Mapa de localizacién del drea de estudio (Pacheco et al., 2003).

La Zona peninsular es considerada, desde el punto mas al norte, Bahia de Guadalupe (29°13’12"N;
113°39’W), hasta la regién mas surefia, Ensenada Blanca (28°24’36”N; 112°51°W), aunque en el presente
trabajo se aborda hasta punta El Alacran (28°53'23.3"N; 113°22'3.1"W). Esta se compone de una serie de
bahias, las cuales presentan ambientes muy diversos, al disponer de fondos muy variables, desde

rocosos de grava y cantos rodados, hasta arenas de grano fino-medio (Barnard y Grady, 1968; Pacheco et
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al., 2008). La principal bahia y la que da nombre a la regién, es Bahia de Los Angeles, la cual tiene

aproximadamente una extension de 60 km?, con una profundidad hasta 40-50 m.
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Figura 6. Bahia de Los Angeles. Modificado de http://www.mexfish.com/bola/bola/bolaytmp/bolaytmp.htm.

La zona insular esta compuesta por 17 islas, de las cuales, 10 se situan frente a la bahia principal,
actuando como proteccidn de la parte peninsular ante la dindmica marina que se da en mar abierto.
Estan constituidas por fondos muy variables, donde se alberga una gran diversidad tanto de

invertebrados (esponjas, anémonas, bivalvos, estrellas de mar, poliquetos, platelmintos y gasterépodos),

como de macroalgas. En determinados puntos, como Puerto Refugio, Canal Mejia o Isla Cabeza de

Caballo, esta riqueza de organismos viene asociada a la presencia de mantos de rodolitos, los cuales

actuan como un sistema arrecifal (Riosmena et al., 1999; Steller et al., 2009).



20
Oceanograficamente, la morfologia de la costa, junto con el sistema de vientos y la batimetria, juegan un
papel fundamental en la dindmica marina de la region (Cavazos, 2008). Los vientos adoptan mayor
magnitud en la regidn del Canal de Ballenas, el cual se caracteriza por su extremo dinamismo
oceanografico, siendo influenciado a su vez por las corrientes de marea. Esto produce una alta mezcla en
la columna de agua, presentando situaciones semejantes a las ocurridas en regiones de surgencias
continuas (Amador et al., 1991; Alvarez, 2008). La circulacién marina dentro de la bahia se debe
principalmente al esfuerzo del viento sobre la superficie del mar. En invierno, los vientos dominantes son
los de componente nor-noroeste, generando una circulacidn practicamente paralela a costa, de Norte a
Sur. En verano, los vientos dominantes son los provenientes del este-sureste, ocasionando que la
circulacidn se invierta, siendo desde el Sur al Norte de la bahia. Primavera y otofio, suponen regimenes
intermedios de circulacidn, donde el patrén de vientos es variable tanto en direccion como intensidad
(Amador et al., 1991). En el extremo sur de la bahia (zona El Rincdn), debido al flujo de agua continuo, se
crea un giro de caracter anticiclénico, lo cual propicia la retencién de nutrientes, y por ende, un aumento

en la productividad (Hernandez, 2011).

La temperatura superficial media anual del agua es de 22.7 + 1.4 °C, y presenta una marcada
estacionalidad, pasando de las temperaturas mas bajas en Enero-Febrero (14-15 °C), a las mas altas

entre julio-agosto (28-31 °C) (Seminoff, 2000; Hernandez, 2011).

Por otra parte, el sistema marino y costero de BLA se caracteriza por una alta productividad que
presenta una variabilidad estacional muy marcada (Cavazos, 2008). En primavera, la diversidad y
abundancia de especies es mayor a lo encontrado para la estaciéon de otofio, patrén caracteristico de
abundancia de especies de la costa oeste del Golfo de California. El cual se explica debido a que en
invierno, el agua fria y rica en nutrientes que entra por la zona norte de la bahia, proviene del Canal de
Ballenas, donde se dan fendmenos de surgencia con aguas altamente productivas. Ademds, una menor
turbulencia y un progresivo aumento de la temperatura superficial del mar, favorece la aparicion tanto
de microalgas como de grandes parches de macroalgas, que son el soporte de habitats costeros de la
zona. Por el contrario, en otofio, la circulacién se da de Sur a Norte, donde se recibe una masa de agua
ecuatorial pobre en nutrientes, debido a los cambios en la temperatura del mar y a eventos de
turbulencia eventuales (Alvarez et al., 1978; Pacheco et al., 1992; Pacheco y Zertuche, 19964, b; Aguilar
et al., 2000). Las caracteristicas oceanograficas de la region que propician tal variabilidad, han permitido
la presencia de una alta proporcién de endemismos en la zona (Espinoza, 1993). Ademas, areas con alta

turbulencia, donde se mantienen altos niveles de nutrientes suficientes para sustentar una elevada
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productividad primaria, pueden funcionar como areas de refugio para especies migratorias ante eventos

de El Nifio (Santamaria et al., 1994; Heckel et al., 2007; Seminoff et al., 2007).

Las macroalgas mas abundantes en la regidn son Gracilariopsis lemaneiformis y Gracilaria robusta (algas
rojas), Sargassum johnstoni (alga parda), y Ulva lactuca, Codium sp., y Chaetomorpha sp. (algas verdes).
Su presencia estd directamente relacionada con los cambios en la temperatura superficial del mar
(Figura 6), por ello, tanto los sistemas costeros como insulares, experimentan cambios sustanciales a lo
largo del afio (Pacheco y Zertuche, 1996a, 1996b, 1996c; Seminoff, 2000). Gracilariopsis lemaneiformis
forma extensas praderas en zonas someras a lo largo de toda la bahia, pero los principales puntos donde
alcanza una mayor biomasa, son en la zona del Bajo y El Rincén (Pacheco et al., 1999). Esta zonas
suponen un habitat primordial para la tortuga prieta (Chelonia mydas) en BLA, al ser uno de sus
elementos principales en la dieta, junto con los “bosques” de invertebrados que se sitlan en aguas mas

profundas en el centro de la bahia (Seminoff et al., 1999).
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Figura 7. Variabilidad del nimero de especies de las principales algas presentes en BLA con respecto a la
temperatura, a lo largo de un aio. (Pacheco et al., 2003a).

Laguna Ojo de Liebre

La laguna Ojo de Liebre forma parte del complejo lagunar que incluye a las Lagunas de Guerrero Negroy
Manuela ubicado en la porcion media occidental de la Peninsula de Baja California. En 1972 fue
decretada como Zona de Refugio para Ballenas y en el afio 2000 se llevd a cabo su re-categorizacion y

fue nombrada Reserva de la Biosfera (D.O.F., 2000). Es una laguna costera localizada entre los 27°59" y
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27°54’ Ny los 113°55’ y 114°31’ W, la cual comprende una superficie de 36 mil ha, con una longitud de
40 km y un ancho promedio de 6 km (Figura 7).

En general la laguna es somera pero presenta una serie de canales interconectados con profundidades
mayores a 20 m cerca de la boca; en su interior se encuentran 5 islas (Gutiérrez, 2000 y Bermudez,
2003). Se encuentra ubicada sobre una base sedimentaria, de arena fina y media en los canales y arcilla y
aluvién en la parte interna (Contreras, 1985). Se localizan barreras arenosas de batimetria variable,
modificada por procesos costeros (corrientes de marea) (De la Cruz et al., 1996). La laguna se conecta
con la Bahia Sebastian Vizcaino la cual la mantiene aislada de procesos costeros ocednicos importantes
como las surgencias; la hidrodindmica esta regida por los cambios del nivel de marea, los cuales varian
entre 1y 2.7 m. A causa de la batimetria irregular, existe desfase de las mareas de hasta 3 horas entre la

boca y la parte final de la laguna (Alvarez y Granados, 1992).

La vegetaciéon marina predominante es Zostera marina la cual forma grandes praderas con una amplia
extensién, principalmente submareal (Cabello et al., 2003). En dichas praderas también es posible
encontrar Ruppia maritima las cuales se encuentran asociadas con una gran variedad de macroalgas,
principalmente Ulva lactuca y Enteromorpha spp. La laguna se encuentra bordeada por vegetacion
costera muy variada junto con las fanerégamas marinas. La zona intermareal incluye plantas propias de
marismas de clima célido (Spartina foliosa) y en las zonas sub y supramareal, otras plantas haldfitas
como Batis maritima, Limonium californicum, Salicornia pacifica y Suaeda maquinii (Aguila, 1998;

Bermudez, 2003).

El clima predominante es del tipo seco semiarido con temperatura media anual entre los 18 y 22° C, con
régimen de lluvia intermedio, el porcentaje de lluvia invernal es menor a 36% y la oscilacidn térmica es
extremosa (Salinas et al., 1991). Se considera una laguna hiperhalina, porque no recibe aporte alguno de
agua dulce y ademads se presenta un alto grado de evaporacion por efecto del viento y la insolacidn. La
temperatura media anual oscila entre los 18 y 22°C y la salinidad promedio maxima se registra durante el
verano (32 a 41 ppm). Las variaciones en estos pardmetros estan influenciadas por el efecto de las
mareas, presentandose valores mas altos en la parte interna durante la marea baja (Acevedo, 1997;

Bermudez, 2003).
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Figura 8. Ubicacion geografica de la Laguna Ojo de Liebre, Baja California Sur.

2.2. Toma de datos morfométricos

La base de datos que disponia la CONANP era en formato digital. Se logré recabar mas informacién para
retroalimentar dicha base de datos. Se encontraron algunas inconsistencias tanto en las medidas de las
variables morfométricas (medidas curvas de un individuo menores a sus medidas rectas), asi como en las
fechas de captura, los cddigos de identificacidn y el sexo. Los datos que fueron claramente identificados

como errores o datos incompletos fueron eliminados.

La captura de ejemplares de tortuga marina en zonas de alimentacion se realizé con redes de enmalle de
100 m de longitud por 7 a 10 m de caida, con luz de malla de 50 centimetros, llamadas “caguameras” y
construidas con menos plomo que una red de enmalle normal para permitir que las tortugas capturadas
suban a la superficie a respirar. Se utilizaron embarcaciones tipo “panga” con motores fuera de borda

con personal especializado y los permisos de captura de la DGVS.

El tendido de las redes se realizd en sitios determinados por su importancia para la agregacion de
tortugas marinas, las redes fueron colocadas perpendicularmente a la linea de costa, a no menos de 200

m de ésta, las cuales se revisaron periddicamente cada 2 horas durante la duracion total del monitoreo.
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Las tortugas capturadas se retiraron de la red y se mantuvieron en la embarcacién durante el monitoreo,
para evitar la recaptura durante el mismo, por cada tortuga capturada se tomé la posicién geografica y la
hora. Posteriormente se realizé la toma de datos morfométricos, fotoidentificacion, marcaje, colecta de
muestras bioldgicas (sangre, muestra de tejido queratinoso y ectoparasitos) y se procedio a la liberacién.
La colecta de sangre se realizd por puncién venosa en el seno venoso cervical con sistema de tubos al
vacio y las muestras sanguineas obtenidas fueron enviadas al laboratorio GOVA-LAB en Ensenada Baja

California para su procesamiento.

La marca metdlica (ICONEL 681, National Band & Tag Company, Newport, KY), se colocé entre la primera
y la segunda escama proximal de las aletas traseras. Se asignd también una clave conformada por el sitio
de monitoreo, fecha y nimero consecutivo. Los datos morfométricos tomados fueron los siguientes

(Tabla 4, figura 8,9y 10):

Tabla 4. Tabla de descripcion de las variables morfométricas que se tomaron (Pritchard y Mortier, 2000).

Abreviatura Medida morfométrica  Descripcion
LRC Largo Recto del Medida recta desde el escudo nucal (precentral) hasta el escudo
Caparazon (cm) supracaudal.
LCC Largo Curvo del Medida curva desde el escudo nucal (precentral) hasta el escudo
Caparazon (cm) supracaudal.
ARC Ancho Recto del Medida recta de los escudos marginales de izquierdo-derecho (zona de
Caparazon (cm) mayor curvatura).
ACC Ancho Curvo del Medida recta de los escudos marginales de izquierdo-derecho (zona de
Caparazon (cm) mayor curvatura).
LP Largo del Plastrén Medida por la seccidén central desde la placa intergular hasta la placa
(cm) interanal.
PC Profundidad de Medida transversal recta desde la zona de mayor curvatura a la zona
Caparazon (cm) central del plastron.
LTC Largo Total de Cola Medida desde el final de la placa interanal o base de la cola, hasta la
(cm) punta de la cola.
LPreC Largo Pre-Cloacal Medida desde la base de la cola hasta la cloaca (cm).
(cm)
LPC Largo Post-Cloacal Medida desde el orificio de la cloaca hasta la punta de la cola.
Razén Razdn Medida obtenida matematicamente dividiendo el largo post cloacal
entre el largo pre cloacal.
P Peso ( kg)
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C14=
costales
(laterales)

M1 =11
marginales Vi1-5=
vertebrales

(centrales)

) supracaudales (postcentrales,
a veces considerados como
marginales)
Figura 9. Medidas morfométricas a tomar de la parte dorsal del caparazon (modificado de Pritchard y Mortier,

2000).

escudos
axilares

pectoral
abdominal
femoral
anal

- interanal

Figura 10. Medidas morfométricas a tomar de la parte ventral del plastron (modificado de Pritchard y Mortier,
2000).

A = Largo total de Cola (LTC)
B= Largo postcloacal de Cola (LPC)
C= Largo precloacal de Cola( LPreC)

Figura 11. Muestra de las medidas morfométricas de la parte ventral del plastron. Se resaltan los caracteres
secundarios para la divisidon por sexos, donde se ilustran las nuevas medidas propuestas sobre la cola (modificado
de Pritchard y Mortier, 2000).
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2.3 Analisis de datos

La base de datos final, se conformd con los registros de capturas de tortugas marinas en Bahia de los
Angeles de los afios 1995 — 2016. De acuerdo a los objetivos, el analisis se dividi6 en andlisis
multivariados (ACP y CLUSTERS) y ajuste de modelos alométricos entre las variables importantes
encontradas por métodos multivariados. Se utilizé el software STATISTICA 7.0 para el analisis estadistico

de la base de datos.

Estadistica descriptiva

Se obtuvieron las estadisticas descriptivas basicas de los datos. Estas permiten tener una idea clara del
comportamiento y distribucién de las variables en estudio, asi como posibles relaciones entre ellas. Se
realizd un andlisis de estadisticas basicas de las medidas morfométricas (LCC, LRC, ACC, ARC, LP, LTC,

LPreC, LPCC, PC, P y razdn) obtenidas a lo largo del periodo de muestreo (1995 — 2016).

Analisis Multivariado

El analisis multivariado es el conjunto de métodos estadisticos cuya finalidad es analizar
simultdneamente conjuntos de variables. Su razén de ser radica en un mejor entendimiento del
fendmeno objeto de estudio obteniendo informacién que los métodos estadisticos univariantes y
bivariantes son incapaces de conseguir. El propdsito del analisis multivariado es reducir un gran nimero
de variables en varios factores, que permitan dilucidar de manera coherente como intervienen dichas
variables el objetivo de estudio. En este estudio el Andlisis de Componentes Principales (ACP) y analisis
Clusters, para las variables morfométricas y el objetivo es ver que variables morfometricas determina
mejor el sexo en C. mydas. Se requiere el cumplimiento de los supuestos de homogeneidad de varianzas
y linealidad de las variables, por lo que se realizdé una prueba de homogeneidad de varianzas. Otro
requisito es la alta correlacién entre las variables por lo que se obtuvo la matriz de correlacion, donde se

consideraron correlaciones altas entre variables para valores del coeficiente de correlacion > 0.5.
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Analisis de componentes principales

El analisis de componentes principales (ACP) es una herramienta estadistica que tiene como finalidad
caracterizar la variacion existente en un conjunto de datos y explicar, en términos de factores nuevos o
componentes, la relacion existente entre un gran nimero de variables (ambientales o biolégicas)
correlacionadas y dificiles de interpretar. El objetivo principal del ACP es reducir la cantidad de variables,
perdiendo la menor cantidad de informacién posible. Los componentes principales o factores son una
combinacion lineal de las variables originales, y ademdas son independientes entre si (Kleinbaum y
Kupper, 1978; Horak y Cohen, 2010). En este estudio es encontrar las variables mas importantes para

identificar el sexo en C. mydas.

Modelos de regresion

La idea central de la alometria es que existe un conjunto de teorias con las que se puede hacer
predicciones de fendmenos biolégicos de manera simple, cuantitativa y razonablemente precisas las
cuales tienen grandes implicaciones ecoldgicas (Peters, 1993). Una vez determinadas las variables
morfométricas que guarden una relacion alométrica se ajustaran los modelos entre los caracteres
sexuales mas importantes en C. mydas vy las variables encontradas. Esto ayudara a obtener cotas precisas

para obtener el sexo en juveniles y adultos

Los modelos alométricos son representaciones del tipo

Y = K1 % XK2 (1)



Capitulo 3

28

3. Resultados

3.1 Estadisticas basicas

En Bahia de los Angeles (BLA) se capturaron un total de 186 tortugas prieta (Chelonia mydas) de 1996 al

2012 (datos proporcionados por la CONANP), de las cuales 97 fueron inmaduros, 30 machos y 59

hembras. El estadio ontogénico predominante durante todo el periodo de estudio fue de organismos

inmaduros (52.15%), seguido de las hembras (31.72%) y en menor cantidad machos (16.13%). El

individuo de mayor peso registrado fue de 145.5 kg y el menor de 11.6 kg. Las estadisticas basicas de las

medidas morfométricas se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Estadisticas basicas de medidas morfométricas de las 186 tortugas muestreadas de 1996 al 2012 en BLA.

Todas las medidas morfométricas estan dadas en centimetros.

JUVENILES N=97

LcC LRC ACC ARC LP LTC
MEDIA 71.2+7.93 66.5+7.29  68.7+7.49 53.7 +5.45 53.2£6.2 15.0+3.61
MIN - MAX [47.9-86.8 455-76.7  44.2-80.8 37.1-62.2 359-64.5  6.9-24.9
LPreC LPC PC P RAZON
MEDIA 10.7 +2.87 4.5+1.20 26.0+3.22 43.8+13.55  0.4+0.19
MIN - MAX  [3.2-20.0 2.5-8.0 17-32.1 11.6-71.4 0.2-1.9
MACHOS N=30
Lcc LRC ACC ARC LP LTC
MEDIA 85.63+8.25  81.2+7.43  81.0+6.16 63.6 6.32 63.9+542  353+11.02
MIN - MAX  [71.1-99.9 67.5-93.8  69-92.0 52.75-85.4  53.5-72.7  17.6-52.7
LPreC LPC PC P RAZON
MEDIA 27.0+9.57 9.1+2.27 30.2+4.23 76.3+19.43  0.4+0.09
MIN - MAX  [12.5-48.7 4.0-14 19.8-38.9 44.1-115.5 0.2-0.7
HEMBRAS N=59
LcC LRC ACC ARC LP LTC
MEDIA 89.4 +5.63 83.5+515  82.9+5.67 63.3+3.92 66.3+4.08  19.9+4.36
MIN - MAX | 78.5-104.3 73.6-99.0  73.95100.7 55.9-73.0 59.6-77.8  6.0-31.5
LPreC LPC PC P RAZON
MEDIA 14.2+3.9 6.6 +2.24 32.3+4.99 80.9+17.95  0.6+0.63
MIN - MAX [1.2-23.7 4.4-17.3 19.8-55.9 56.4 - 145.5 0.2 -43
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3.2 Analisis multivariado

El andlisis de componentes principales (ACP) ayudara a encontrar los caracteres sexuales secundarios
mas importantes para identificar el sexo en Chelonia mydas. Esto es, los caracteres que separa en

hembras, machos e inmaduros.

Uno de los supuestos para poder realizar un ACP es que las correlaciones entre las variables sean altas,
en este caso, se utilizaron como correlaciones altas las mayores a 0.50. Solo se consideraron
componentes principales aquellos cuyos los valores del porcentaje de la varianza explicada fuera mayor
al 10%. Las correlaciones entre variables mayores 0.70 se tomaron como significativas para la

interpretaciéon (Tabachnick and Fidell, 2001).

El primer ACP que se realizd, incluyd todos los estadios ontogénicos (n=186). En este analisis se
obtuvieron 3 componentes o factores principales los cuales juntos explican el 91.78% de la variabilidad
total de los datos. El primer factor explica el 51.16% de la variabilidad, y se encuentra representado
principalmente por las medidas morfométricas: LCC, LRC, ACC, ARC, LP y PC. De igual manera, el segundo
factor, el cual explica el 28.34% de la variabilidad y esta definido por el LTC, LPC y LPreC. Finalmente, el
tercer factor explica el 12.28% de la varianza y esta representado por la razén de LPrec y LPC (tabla 6).
Las Figuras 11, 12 y 13 son las representaciones graficas de cada uno de los organismos representados
por los factores principales del analisis. Esto permite tener una idea mas clara de cuales son las medidas

morfomeétricas que diferencian a los organismos entre hembras, machos o inmaduros.
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Tabla 6. Resultados del Andlisis de Componentes Principales obtenidos al incluir todos los organismos del estudio
(n=186), donde se presentan las variables morfométricas y los 3 factores, los cuales explican un 91.73% de la

varianza de los datos.

Factor 1 Factor 2 Factor 3
LCC 0.934928 0.291911 0.025343
LRC 0.918676 0.345084 0.026837
ACC 0.919377 0.304610 0.021488
ARC 0.860867 0.332963 0.082652
LP 0.922631 0.283680 0.022229
LTC 0.306765 0.913929 0.158331
LPreC 0.293841 0.894612 0.249207
LPC 0.329317 0.831721 -0.270065
PC 0.819502 0.075764 -0.336976
RAZON -0.006326 -0.115964 -0.972412
Expl.Var 5.116171 2.834965 1.228395
Prp.Totl 0.511617 0.283496 0.122839
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LRC, ACC, ARC, LP y PC (51.16%)

Figura 12. Representacion grafica de cada uno de los individuos en los factores factor 1 contra el factor 2,
incluyendo en el modelo todos los organismos muestreados. Grafico de cada uno de los individuos en los factores 1
constituido principalmente por LCC, LRC, ACC, ARC, LP, PC y factor 2 representado por LTC y LPreC. (Hembras (© ),

inmaduros (@), machos (@)).
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Razén (12.28%)
S

-10

-2 -1 0 1 2 3 4 5
LTC, LPCy LPreC (28.34%)
Figura 13. Grafica de cada uno de los individuos en el factor 2 contra el factor 3 incluyendo en el modelo todos los
organismos muestreados. Grafica de cada uno de los individuos en los factores 2 contra 3. Estos factores logran
separar a hembras (7') e inmaduros (@) de machos (@) pero hembras e inmaduros se mezclan. Se observa la
presencia de valores extremos los cuales podrian deberse a errores en las medidas morfo métricas o sexado.

-2
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Razén (12.28%)

-6

-8

-10

-4 -3 -2 -1 0 1 2 3
LCC, LRC, ACC, ARC, LP y PC (51.16%)
Figura 14. Representacion grafica de cada uno de los individuos en el factor 1 representado por LCC, LRC, ACC, ARC,
LP y PC contra el factor 3 representado por Razdn, incluyendo en el modelo todos los organismos muestreados.
Representacion grafica por individuo en los factores 1 contra el factor 3. Estos factores logran la separacion de
inmaduros y hembras Unicamente. Tanto hembras como inmaduros presentan valores extremos debido a que
probablemente fueron mal identificados en campo. (Hembras (*), inmaduros (@), machos (@)).
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Con la finalidad de obtener resultados mds precisos sobre las medidas morfométricas que permiten
diferenciar a los organismos, se realizaron tres ACP adicionales excluyendo en cada ACP un grupo
ontogénico a la vez (e. g. ACP incluyendo machos y hembras). El segundo ACP que se realizé incluyo
Unicamente a los organismos machos e inmaduros (n=127) del que se obtuvieron dos factores
principales los cuales juntos describen el 83.17% de la variabilidad total de los datos. El primer factor
explica el 48.12% de la variabilidad, y se encuentra representado por LCC, LRC, ACC, ARC, LP y PC. El

segundo factor explica el 35.05% de la variabilidad y esta representado por el LTC, LPreCy LPC (tabla 7).

Tabla 7. Resultados del Analisis de Componentes Principales al incluir machos e inmaduros (n=127) solamente,
donde se presentan las variables morfométricas y los 3 factores, los cuales explican un 83.17% de la varianza de los
datos.

Factor 1 Factor 2
LCC 0.852070 0.459083
LRC 0.824799 0.517023
ACC 0.865923 0.424852
ARC 0.792129 0.426403
LP 0.823401 0.449943
LTC 0.378978 0.896656

LPreC 0.380780 0.876087
LPC 0.284495 0.926057
PC 0.866481 0.183593
RAZON -0.479872  0.013225
Expl.Var | 4.812219 3.505822

Prp.Totl | 0.481222 0.350582
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LCC, LRC, ACC, ARC, LP y PC (48.12%)
Figura 15. Representacion gréfica por individuo en los factores 1 contra el factor 2, incluyendo en el modelo solo
machos e inmaduros. Representacidn grafica por individuo en los factores 1 determinado por LCC, LRC, ACC, ARC,
LP y PC contra el segundo factor el cual se encuentra definido por LTC, LPreCy LPC. Se observa una clara separacion
de ambos grupos ontogénico, sin embargo, se tiene la presencia de tres machos en el grupo de los inmaduros
posiblemente mal sexados. (Inmaduros (@), machos (@)).

El tercer ACP que se realizd incluyd Unicamente a los organismos machos y hembras (n=89) del cual se
obtuvieron tres factores principales que describen el 83.33% de la variabilidad total de los datos. El
primer factor explica el 43.08% de la variabilidad, y se encuentra constituido por LCC, LRC, ACC y LP. El
factor 2 explica el 25.43% de la variabilidad y estd representado por el LTC, LPreC y LPC. El factor 3

explica el 14.82% vy lo caracterizan la PCy razoén (tabla 8).
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Tabla 8. Resultados del Analisis de Componentes Principales obtenidos al incluir machos y hembras (n=89), donde
se presentan las variables morfométricas y los 3 factores, los cuales explican un 83.33% de la varianza de los datos.

LTC, LPreC y LPC (25.43%)
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Factor 1 Factor2 Factor 3
LCC 0.955627 0.009443 0.013008
LRC 0.952386 0.141072 0.037687
ACC 0.899548 0.108296 -0.070663
ARC 0.687728  0.172294 0.138909
LP 0.960314 0.004595 0.027387
LTC 0.106193  0.932799 0.217237
LPreC 0.143647 0.905587 0.276783
LPC -0.048274 0.860725 -0.222730
PC 0.447160  -0.148708 -0.715456
RAZON -0.222671 -0.171379 -0.877588
Expl.Var | 4.308400 2.543961 1.482077
Prp.Totl | 0.430840 0.254396 0.148208
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LCC, LRC, ACC y LP (43.08%)
Figura 16. Representacion grafica por individuo en los factores 1 contra el factor 2, incluyendo en el modelo solo
machos y hembras. (Hembras (), machos (@)).
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La grafica de machos y hembras en el factor 1 contra el factor 2 del tercer ACP logra la separacion de
hembras y machos. Se observan posibles individuos mal sexados. Hembras sexadas como machos y

machos sexados como hembras.

Al graficar el primer factor contra el tercero no se observé la separacidon de machos y hembras, por esta

razon no se incluye la grafica.
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LTC, LPreC y LPC (25.43%)
Figura 17. Representacion grafica por individuo en los factores 2 contra el factor 3, incluyendo en el modelo solo
machos y hembras. (Hembras (), machos (@)).

En esta grafica se percibe la separacion de machos y hembras, sin embargo los machos se observan
dispersos a diferencia de las hembras. Al igual que en la figura 15 se denota la presencia de posibles
organismos con errores en los datos morfométricos o mal sexados ademds de la presencia de puntos

extremos esto probablemente debido a errores en las mediciones.

Finalmente se realizéd un cuarto ACP en el cual se incluyd Unicamente a los organismos inmaduros y
hembras (n=156) del cual se obtuvieron 2 factores principales que explican el 85.34% de la variabilidad
total de los datos. El primer factor que explica el 69.61% de la variabilidad, y se encuentra representado
por LCC, LRC, ACC, ARC, LP, LTC, LPreC y PC. El segundo factor explica el 15.73% de la variabilidad y lo

constituye la razoén (tabla 9).
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Tabla 9. Resultados del cuarto Analisis de Componentes Principales obtenidos al incluir inmaduros y hembras
(n=156), donde se presentan los 2 factores los cuales explican un 85.34% de la varianza de los datos.

Factor 1 Factor 2
LcC 0.972986 0.023678
LRC 0.973733  0.020764
ACC 0.960576  0.029400
ARC 0.947303  0.083397
LP 0.949079  0.006064
LTC 0.806860 0.385089
LPreC 0.757750  0.555870
LPC 0.677539  -0.266799
PC 0.812916 -0.345773
RAZON | 0.029830 -0.957415
Expl.Var | 6.961688 1.573517
Prp.Totl | 0.696169 0.157352
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LCC, LRC, ACC, ARC, LP, LTC, LPreC y PC (69.61%)
Figura 18. Representacion grafica por individuo en los factores 1 contra el factor 2 de inmaduros y hembras.

(Hembras (), inmaduros (@)).

Las variables que representan estos factores logran la separacién de hembras e inmaduros, las hembras

al contrario de los inmaduros presentan valores positivos de LCC, LRC, ACC, ARC, LP, LTC, LPreCy PC, esto

se vera expresado ecoldgicamente con un tamano mayor de todas estas medidas a diferencia de los

inmaduros.
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3.3 Modelos alométricos

Posterior al andlisis de las graficas de los componentes principales se determind utilizar Unicamente las
variables de aquellas graficas donde se logrd una separacion entre categorias de edad como por ejemplo
la Figura 5, posteriormente con las variables mas representativas de esas graficas se ajustaron modelos
alométricos (Y = K1 = XX?) con el propésito de poder establecer intervalos mas precisos para
determinar de manera inambigua el sexo de organismos juveniles y adultos (machos — hembras) de C.
mydas. A continuacién se presentan los resultados de los modelos alométricos mas robustos que se
lograron obtener para diferenciar el sexo de los organismos y definir las cotas o intervalos de referencia
de las medidas morfométricas. Algunos criterios que se tomaron en cuenta para definir dichas cotas
fueron: los valores maximos y minimos de cada variable, que las curvas no compartan dominio asi como

los puntos de interseccion las curvas.

De la tabla 2 y figura 1 se tiene que una de las variables importantes fue el LTC, por lo que se ajusté el

modelo 1) LTC = aLCCP para cada estadio ontogénico obteniéndose como resultado (ver figura 19):

LTC = 0.024LCC' para inmaduros (2)

LTC = 0.22LCC*'* para machos (3)

LTC = 0.003LCC™°> para hembras (4)
s
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Figura 19. Grafica de la ecuacién LTC = aLCCP para los tres estadios ontogénicos. (Hembras (), inmaduros (@),
machos (@)).
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Las curvas de machos, hembras e inmaduros no comparten dominio antes de los 70 cm de LCC por lo
gue el maximo de LCC para inmaduros sera fijado en 70 cm. Se puede notar que machos y hembras
comparte dominio pero no rango. Por lo tanto con la informacién de maximos y minimos obtenidos en
los muestreos se lograron establecer los intervalos de referencia preliminares para el LCC. Los valores de

LTC se obtuvieron de los parametros obtenidos para el modelo (1) (Tabla 10).

Tabla 10. Intervalos de referencia preliminares para el LCC y LTC. Las medidas estan en cm.

LCC LTC
Inmaduros 479-70 7-14
Machos 71.1-99.9 28.4-52.7
Hembras 88.5-104 13.04 - 25

Debido a la importancia que se observé en los ACP de las variables razén y LTC para diferenciar a
inmaduros, machos y hembras y de acuerdo a la tabla 9 y la figura 17, se propone el modelo 2)

RAZON = aLTCP cuya representacion para los tres estadios ontogénicos es (ver figura 20):

RAZON = 2.18LTC~%> para inmaduros (5)
RAZON = 1.68LTC~%** para machos (6)
RAZON = 23.09LTC~12° para hembras (7)
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Figura 20. Grafica de la ecuacién RAZON = aLTC? para los tres estadios ontogénicos. (Hembras (), inmaduros (

®), machos (@)).
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Las curvas de individuos inmaduros, machos y hembras comparten su dominio para LTC por lo que se
utilizaron minimos y maximos para acotar los valores de inmaduros (ver tabla 11). Sabemos que los
machos no deben traslaparse con inmaduros ni hembras por lo que el minimo de cola de los machos se
tomara como > de 25 y el maximo muestreado. Para hembras como comparten dominio con inmaduros

tomaremos valores muestreados.

Tabla 11. Intervalos de referencia preliminares para el LTC y razén. Las medidas estan en cm.

LTC Razon
Inmaduros 6.9-24 0.33-0.7
Machos 25-52 0.29-0.41
Hembras 6.0-31.5 0.30-2.41

Otra de las variables importantes que se observd en el primer ACP fueron LPreC y LCC para diferenciar a
inmaduros, machos y hembras por lo que se ajusté el modelo 3) LPreC = aLCCPcon los siguientes

resultados (ver figura 20):

LPreC = 0.01LCC'®! para inmaduros (8)

LPreC = 0.08LCC*%° para machos (9)

LPreC = 0.0001LCC?%*%7 para hembras (10)
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Figura 21. Gréfica de la ecuacién LPreC = aLCCF para los tres estadios ontogénicos. (Hembras (), inmaduros (

@), machos (@)).

Los organismos inmaduros no comparten dominio con machos y hembras después de los 70 cm como en

la figura 18, por lo que los minimos se tomaran de la tabla 5. Hembras y machos comparten dominio
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pero no rango, por lo que se tomaran sus maximos y minimos muestreados de LCC en inmaduros.

Tabla 12. Intervalos de referencia preliminares para LPreC y LCC. Las medidas estan en cm.

LcC LPreC
Inmaduros 47.9-70 5.1-8
Machos 71.1-99.9 19.6-30.38
Hembras 78.5-104.3 13.5-18.5

En los ACP las variables razén y LP fueron importantes para diferenciar a inmaduros y hembras y de

acuerdo a la tabla 6 y la figura 13, se propone el modelo 4) RAZON = aLP? cuya representacién para

los tres estadios ontogénicos es (ver figura 22):

Razén

Figura 22. Gréfica del cuarto modelo, Razén= o *LPA?. (Hembras (
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0.2

0.0

-0.2

RAZON = 3.94LP~°35 para inmaduros
RAZON = 544.93LP~17° para machos

RAZON = 4.33e22LP~126"" para hembras

(11)
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30 35 40 45 50 55
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75 80

), inmaduros (@), machos (@)).

Hembras y machos comparten dominio, antes de los 50 cm de LP, los inmaduros no comparten dominio

con hembras ni machos. Las curvas de machos e inmaduros se intersectan en el punto (LP, Razén)=

(57.97,0.42) por lo que se tomara como valor maximo de LP=55 para inmaduros.



Tabla 13. Intervalos de referencia preliminares para LP y razon. Las medidas estdn en cm.

LP Razén
Inmaduros 359-55 0.42-0.58
Machos 65-70 0.3-0.52
Hembras 73-77.8 0.6-1.82
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Las variables razén y LRC fueron importantes para diferenciar a inmaduros y hembras y de acuerdo a la

tabla 9 vy la figura 17, se propone el modelo 5) RAZON = aLRCF cuya representacion para los tres

estadios ontogénicos es (ver figura 23):

RAZON = 11.11LRC~°7% para inmaduros (14)
RAZON = 735.88LRC~17 para machos (15)
RAZON = 4.59e*3LRC~?3 para hembras (16)

Razén=K1*LRC"K2
Y = 4.59*10"43*X"-23 Hembras
Y =11.11*X"-0.76 Indefinidos
Y = 735.88*X"-1.7 Machos

Razé6n
P

40 50 60 70 80 90 100 110
LRC

Figura 23. Grafica del modelo nimero 5, Razén= a. *LRC* 3 . (Hembras (), inmaduros (@), machos (@)).

Los inmaduros no comparten dominio con machos a partir de los 65 cm, por lo que esta serd la medida

maxima de LRC para inmaduros, los maximos y minimos de la medida de LRC registrada para machos y

hembras seran tomados como las cotas de LRC.
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Tabla 14. Intervalos de referencia preliminares para LRC y razén. Las medidas estan en cm.

LRC Razén
Inmaduros 45.5-65 0.27-0.7
Machos 67.5-93.8 0.18-0.5
Hembras 73.6-99 0.51-4.3

Con la finalidad de ejemplificar la efectividad de los modelos y para poder observar mds claramente la

presencia de puntos extremos se realizd una grafica de los datos proyectados contra los observados de

cada uno de los modelos y algin estadio ontogénico como se muestra en las tres graficas siguientes

(figura 24, 25y 26).
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Figura 24. Grafica de los valores proyectados por el modelo: LTC = 0.024LCC*> vy los valores observados de LTC

para los individuos clasificados como inmaduros.

En esta grafica (figura 24) es posible detectar la presencia de valores extremos correspondientes a los

individuos con numero de identificacion 16, 21 y 22 los cuales al corroborar con la base de datos

presentan errores de clasificacidon y/o medicidn tales como: la suma del LPreC (6.5 cm) y LPC (3.5 cm) no

coinciden con el LTC (6.9 cm) (organismo 21), las medidas del LPreC (20 cm), la razén (0.19) y LTC (24.9

cm) indican que se trata de un macho (organismo 16) y el LRC (76.7) indica que se trata de un organismo

adulto (organismo 22) todo esto de acuerdo a los intervalos de referencia finales obtenidos de los

modelos.
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Figura 25. Grafica de los valores proyectados por la ecuacién del Razén = 3.54e2°LCC™'Y " y los valores
observados de la de la Razdn para los individuos sexados como hembras.

Aun cuando se observa una buena correspondencia entre valores observados y proyectados, es evidente
la presencia de cinco puntos extremos (figura 25). Los cinco puntos extremos corresponden a las
hembras con una razén >0.70, las cuales serian consideradas hembras bien definidas. Sin embargo, estas

hembras también presentan errores en la suma del LPreC y LPCC ya que no coinciden con el LTC.
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Figura 26. Grafica de los valores proyectados con el modelo Razén = 2.18 LTC~°>° y los observados para la razén
para los individuos clasificados como inmaduros.

Los organismos identificados con el nimero 19 y 55 tienen valores de razén > 1.25 lo que hace pensar
que probablemente son hembras y fueron mal identificadas al momento de realizar el muestreo o son

hembras tardias que comienzan a desarrollar sus caracteres sexuales. Sin embargo este al igual que el
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modelo 3 también puede ser considerado como bueno.

De las graficas anteriores se puede concluir que los modelos propuestos son apropiados para predecir
algunas variables con respecto a otras, ademas de que nos permiten localizar valores extremos y/o
valores de medidas posiblemente mal tomadas, la cuales nos conlleva a sexar mal los individuos como

puede observarse en los picos de las figuras.

Posteriormente utilizando como base los intervalos de referencia preliminares obtenidos con cada
modelo, se obtuvieron los intervalos de referencia finales los cuales serdn considerados para determinar

el sexo de los individuos de Chelonia mydas en Bahia de los Angeles (tabla 15).

Tabla 15. Intervalos de referencia finales. Las medidas estan en cm.

INMADUROS

LTC LPreC RAZON
7-14 5.1-8 0.34-0.66
MACHOS

LTC LPreC RAZON
28.4-52.7 19.6-30.38 0.25-0.47
HEMBRAS

LTC LPreC RAZON
13.04-25 13.5-18.5 0.47-2.84

Con los modelos anteriores se procedid al re sexado de los organismos y la identificaciéon de errores
obteniendo como resultado de dicha clasificacién 102 juveniles, 26 machos y 58 hembras, de esta nueva

clasificacion se obtuvo la razdon de sexos la cual fue de 2.23 : 1 a favor de las hembras.

3.4 Laguna ojo de liebre (LOL)

Para ejemplificar la bondad del método se tienen mediciones morfométricas de 65 individuos de la

misma especie en Laguna Ojo de Liebre sitio de alimentacién ubicado en el océano Pacifico (27°59" y
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27°54’ Ny 113°55’ y 114°31’ W) de los cuales 36 fueron hembras, 11 juveniles y 18 machos estos datos
no cuentan con registros de Largo Post-Cloacal y Pre-Cloacal (tabla 16). Ademas, se obtuvieron medidas
morfométricas y muestras de sangre de 9 tortugas para obtener los niveles de testosterona y estradiol

con la finalidad de poder determinar el sexo de cada individuo.

Tabla 16. Estadisticas basicas de las 65 tortugas muestreadas de 2009 al 2012 en LOL. Las medidas estan en cm.

INMADUROS N=11

LcC LRC ACC ARC
MEDIA 59.08 + 8.64 53.8+7.32 55.06 + 7.3 4365
MIN - MAX 49.5-78 46.2-70 47.5-72.5 38.5-55.8
PC PESO (Kg) LP LTC
MEDIA 21.1+2.7 24.45+9.12 41.7+5.6 11.95 + 1.82
MIN - MAX 17.7-27.3 17-47 35-55.9 10-15.5
MACHOS N=18
LcC LRC ACC ARC
MEDIA 92 + 8.45 86.78 +7.11 84.59 + 7.26 65.18 + 5.96
MIN - MAX 78.5-109 78.1-100.6 71.7-98 56.4-76
PC PESO (Kg) LP LTC
MEDIA 35.88 + 8.57 93.67 +22.73 61.97 + 13.72 31.73+5.98
MIN - MAX 30-67.6 63.4-138 32.6-76.9 25.3-45
HEMBRAS N=36
LcC LRC ACC ARC
MEDIA 87.55 +5.76 82.5 + 4.92 80.94 + 5.38 62.57 £ 4.6
MIN - MAX 73.3-102 77.3-96.5 67.2-91 52.3-77.2
PC PESO (Kg) LP LTC
MEDIA 32.7+3 78.84 + 15.37 64.6 + 4.81 19.7+3.6
MIN - MAX 25.5-39.9 45.3-110 48.9-73.2 10.9 - 25

Al igual que con los datos de Bahia de los Angeles se realizé un ACP incluyendo a todos los organismos
obtenidos en LOL (n=65). En este analisis se obtuvieron 4 factores principales que explican el 97.32 % de
la variabilidad total de los datos. El primer factor que explica el 42.39% de la variabilidad esta definido
por LRC, LCC, ARC, ACC, PESO (kg). El segundo factor describe el 19.2% de la variabilidad y se encuentra
representado por PC. El tercer factor contiene el 18.78% de la variabilidad y esta definido por el LP. El

factor 4 describe el 16.95% y esta representado por el LTC (tabla 17).



Tabla 17. Componentes principales de todos los organismos muestreados en Laguna ojo de liebre.

Factor 1 Factor 2 Factor 3 Factor 4
LRC 0.758801 0.336599 0.392430 0.312552
LCC 0.768694 0.370173 0.394933 0.301239
ARC 0.794407 0.368538 0.347823 0.250082
ACC 0.769287 0.436473 0.347681 0.250494
PC 0.421847 0.881402 0.093567 0.189378
LP 0.384517 0.096649 0.894300 0.205931
LTC 0.278389 0.177053 0.194702 0.923339
Expl.Var 3.391234 1.536368 1.502626 1.356259
Prp.Totl 0.423904 0.192046 0.187828 0.169532
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Los caracteres dimdrficos mas importantes fueron PC, LP, LTC y los caracteres alométricos mas

relevantes fueron, ARC, LCC, PESO, ACC, LRC. Como el propésito es ver que caracteres morfométricos

separan mejor a Inmaduros () machos (m) y hembras (h), se realizaron las graficas de los individuos en

cada uno de los factores principales de la tabla 17.

Se realizaron graficas para observar el comportamiento de cada uno de los factores contra el resto de

ellos, es decir, factor 1 contra factor 2, factor 1 contra factor 3, factor 1 contra factor 4, etc. Sin embargo

dado que no todos arrojaron buenos resultados (ver figura 27) se decidié dejar unicamente las graficas

en las que si se lograba la correcta separacion de los individuos.
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Figura 27. Grafica de cada individuo en el factor 1 contra el factor 2. (Hembras (), inmaduros (@), machos (@)).

Estos factores no logran la separacién de machos y hembras, solo se logra separar inmaduros de adultos.
Se observan puntos extremos de machos y hembras los cuales posiblemente fuero mal sexados. Esta
grafica (figura 27) es solo un ejemplo de que hay factores que no logran la correcta separacién de
machos, hembras e inmaduros tal como sucedié en la grafica de los factores 3 contra 1, dicha grafica no

fue incluida en el texto por no arrojar buenos resultados.
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Figura 28. Gréfica de cada individuo en los factores dos contra el cuarto factor. (Hembras (), inmaduros (@),
machos (@)).
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Estos factores logran la separacion de machos, hembras e inmaduros (figura 28). Se observa la presencia

de valores extremos, los cuales probablemente fueron datos mal tomados o mal registrados, asi como

individuos mal sexados.

LTC 16.95%

-2

-3

-2 -1 0 1
LP 18.78%

Figura 29. Grafica de cada individuo en los factores 3 contra el factor 4. (Hembras (

).

), inmaduros (@), machos (@

Con estos factores se logra la separacién de hembras, machos e inmaduros (figura 29). En la gréfica es

posible apreciar tres puntos extremos los cuales fueron marcados como machos, es probable que al

momento de realizar las mediciones estas fueron mal registradas y por lo tanto los organismos mal

sexados.

LTC 16.95%

0 1 2 3 4

LRC, LCC,ARC,ACC 42.39%

Figura 30. Grafica de cada individuo en los factores 4 contra el factor 1. (Hembras (

).

), inmaduros (@), machos (@
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Con esta grafica (figura 30) se logra la separacion de hembras, machos e inmaduros. Al observar esta

figura y las figuras 27 y 28 se hace evidente que la variable LTC influye en la diferenciaciéon de machos,

hembras es inmaduros. De igual manera siguen siendo notorios tres valores extremos o individuos

probablemente mal sexados.

Se evaluaron las relaciones alométricas obtenidas de las 4 graficas anteriores que lograron la correcta

separacion de los estadios ontogénicos para dilucidar las variables que mejor sexen los individuos, tal

como se muestra en la figura 27 de la cual fue obtenido el modelo nimero 4. Con los siguientes

resultados para todos los individuos juntos:

1) (LP = aPC®) Mosst LE-Ki-EOK2

={16.5376) % [ 3T4973)
]
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Figura 31. Graficas de los 4 mejores modelos obtenidos a partir de los ACP. (Hembras (), inmaduros (@), machos

(@)).

En el modelo 1) (LP = aPCB) se puede ver con claridad tres machos que representan individuos

posiblemente mal sexados. Este modelo no puede ser considerado como bueno para la separacion de

sexos, ya que machos y hembras se mezclan.
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El modelo 2) ( LP = aLTCﬁ) logra separar machos, hembras e inmaduros, se aprecian dos organismos
posiblemente mal sexados (h20 y h1) los cuales se alejan de los demas, con ésta grafica y tomando en

cuenta maximos y minimos se obtuvieron los siguientes intervalos de referencia:

Tabla 18. Intervalos de referencia preliminares para LTC y LP. Las medidas estan en cm.

LTC LP
Inmaduros 10-15 43 —48.7
Machos 26 -45 57.72-68.4
Hembras 16 -25 49.7-57

El modelo 3) (PC = aLRCﬂ) no logra separar hembras de machos, solo separa adultos de inmaduros

esto probablemente es debido a que el tamafio del LRC en machos y hembras es similar.

El modelo 4) (PC = aLTCP) también logra la separacién de machos, hembras e inmaduros. Ambos
modelos tienen en comun la variable LTC la cual parece ser la clave para poder diferenciar entre estadios
ontogénicos y sexos, de este modelo fue posible obtener los intervalos de referencia para LTC y PC de la

siguiente tabla:

Tabla 19. Intervalos de referencia preliminares para LTC y PC. Las medidas estan en cm.

LTC PC
Inmaduros 10-14 25.3-27.9
Machos 26 -45 33.3-39.1
Hembras 15-25 28.4—33.

Es importante sefialar que en esto modelos no se considera la variable razén la cual fue la mas
importante en los modelos de Bahia de los Angeles, a continuacién se muestra una tabla con los valores
de referencia finales derivados de los 3 modelos anteriores. Estos valores de referencia finales fueron
obtenidos tomando en cuenta los valores de referencia preliminares y los maximos y minimos de cada

variable:



Tabla 20. Intervalos de referencia finales. Las medidas estan en cm.
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PC LP
Inmaduro 25.3-279 43 - 48.7
Macho 33.3-39.1 57.72 -68.4
Hembra 28.4 -33. 49.7-57

Con los datos de LOL de las 9 tortugas de las que se obtuvieron muestra de sangre se corroboraron los

modelos anteriores con los valores proyectados por los modelos y los valores observados con los

siguientes resultados:

Mod. 2 LP=24.08*LTC"0.3
62
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Figura 32. Gréfica de los valores proyectados y los observados para LP con el modelo 2) LP = aLTC”.
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Mod. 3 PC=0.52*LRC"0.93
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Figura 33. Grafica de los valores proyectados y los observados para PC con el modelo 3) PC = aLRCP.
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Figura 34. Grafica de los valores proyectados y los observados para PC con el modelo 4) PC = aLTCF.

De las tres graficas anteriores (figuras 32,33 y 34) podemos ver que los modelos 3 y 4 son apropiados
para predecir algunas variables con respecto a otras. Cabe sefialar que en estos modelos las variables
para determinar el sexo fueron medidas morfométricas, sin embargo también se toma en cuenta el LTC
para diferenciar a los machos con una medida >25 cm de la misma manera que los valores para los

organismos de Bahia de Los Angeles.
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Tabla 21. Estadisticas basicas de los 11 organismos sangrados en febrero de 2016 en LOL. Las medidas estan en cm.

N=11
LCC LRC ACC ARC LP RAZON

MEDIA 69.5 +7.72 65 + 6.84 64.4 +6.21 50.1+5.31 51.5+499 09411

MIN - MAX |58-81 55.3-74.8 55.6-72.3 43.8-57 43.8-57 0.39-3.25
LPreC LPC PC P LTC

MEDIA 9.22+3.05 6.03+3.15 22+6.18 36.2+12.1 15.5 +2.88

MIN - MAX |3.7-12.0 3.5-13.0 9.0-26.7 18.2-52 11.5-21

Se determind el sexo con 3 métodos, segln la razéon de LPC/ LPreC, donde aquellos individuos con
valores de razén menores a 1 tienen mayor probabilidad de ser inmaduros o machos y valores mayores a
1 hembras, esto se decidié asi ya que en LOL no se contaba con las medidas LPreC, LPC y razén, por lo
gue no fue posible determinar las cotas especificas para esta poblacién, sin embargo se ha observado en
los modelos de BLA medidas similares a las aqui seleccionadas para diferenciar los sexos. Otro método
para determinar el sexo fue de acuerdo a la concentracidn hormonal, donde fueron considerados macho
todo aquel individuo con altos valores de testosterona y bajos valores de estradiol y viceversa y por
ultimo se clasificaron de acuerdo a intervalos de referencia finales de LOL (tabla20), obteniéndose como
resultado que de acuerdo a los intervalos de referencia finales no hay ningin macho maduro y esto
probablemente se deba a que los organismos muestreados aln eran pequeios y no desarrollaban el LTC
maximo que los diferencie como machos, ademas los intervalos de referencia de LOL no incluyen las
variables mas precisas de acuerdo a los modelos de Bahia de los Angeles para diferenciar machos de
hembras como los son el LPreC, LPC y razén. De acuerdo a los resultados de los perfiles hormonales se
consideraron a los organismos nimero 9 y 10 como machos debido a que sus concentraciones de
estradiol eran considerablemente mds bajas que las del resto de los organismos, el organismo 6 fue
considerado un macho inmaduro ya que su nivel de testosterona fue el mas elevado de los 9 organismos
sangrados, sin embargo su nivel de estradiol también es considerablemente elevado. Por ultimo de
acuerdo a la razén de LPCCC/ LPreC los organismo 6 y 7 fueron clasificados como machos con una razén
de 0.39 (la mas baja registrada en los 11 organismos) ademas de poseer un LPreC 2.5 veces mayor que el
LPCy los organismos 3 y 4 fueron clasificados como machos inmaduros ya que tuvieron una razén de 0.5
y 0.42 respectivamente y un LPreC 2 y 2.4 veces mayor que el LPC. Los organismos 10 y 11 fueron
considerados como hembras al tener una razén de 3.25 y 3.05, el resto fueron marcados como
inmaduros. De estos resultados solo en el organismo 1 coinciden las 3 formas de sexar, el resto de los

organismos solo 2 de las formas de sexar coinciden (tabla 22).
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Cabe sefialar que existen pocos estudios donde se discuta intervalos de referencia de perfiles
hormonales que diferencien con claridad a machos, hembras e inmaduros. Allen et al. (2015), hacen
mencion de intervalos de referencia para testosterona, sin embargo, existe traslape de dichos intervalos
entre machos y hembras por lo que estos intervalos no pueden ser considerados como confiables (tabla

23).

Tabla 22. Clasificacion sexual de los 11 organismos muestreados en LOL de acuerdo a los tres métodos de
clasificacion.

ID. Sexo segun la razén Sexo segun Sexo segun Clasificacion dada
de LPCCC/ LPreC perfiles intervalos de en campo
hormonales referencia
1 | HI HI H
2 | H | |
3 MI H HI H
4 MI H HI H
5 I H I I
6 M IM | |
7 M H HI H
8 | S/D HI H
9 | M HI |
10 H M Ml I
11 H S/D Ml I

*S/D (sin determinar) organismos de los que no fue posible obtener muestra sanguinea. | (inmaduros), HI (hembra
inmadura), M (macho), H (hembra), MI (macho inmaduro).

Tabla 23. Media * error estandar de la media (EEM) y (rango) las concentraciones de testosterona (pg / ml) de
muestras de plasma (n = 96) obtenidas a partir de diferentes estados de madurez de las tortugas verdes hembra y
macho (n = 69) que se alimentan en San D Diego Bay, CA. Nota: multiples muestras de sangre fueron recolectadas
de 19 tortugas capturadas en varias ocasiones y, por lo tanto, los resultados de estos muestreos adicionales se
integran dentro del estado de madurez en el momento de la captura en funcidn del tamarfio [longitud recta del
caparazon (LRC)] (Allen et al. 2015).

Adultos (> 90 cm LRC)

Probables hembras Machos

n=21 n=9
Testosterona 67.8+13.4 18939+ 7,737.3
Concentracion (4.6—281.2) (112.4 -112094.2)
Muestras de plasma n=26 n=15

Inmaduros (< 90 cm LRC)

Hembras Machos Desconocidos

n=32 n=10 n=3
Testosterona 239134 1046.7 £ 223.1 1249+7.2
Concentracion (4.1-113.1) (198.4 -2613.0) (116.4 -139.1)

Muestras de plasma n=40 n=12 n

"
w
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Tabla 24. Tabla de niveles hormonales de las 11 tortugas muestreadas en febrero de 2016 en LOL.

TESTOSTERONA pg/ml

ID REPLICA 1 REPILCA2 REPLICA3 MEDIA
1G 180 170 150 166.66
2G 500 540 600 546.66
3G 320 360 400 360

4G 670 690 630 680

5G 540 550 430 506.66
6G 1190 1430 1420 1346.66
7G 340 340 410 363.33
9G 640 560 620 606.66
10G 1160 1230 1110 1166.66

ESTRADIOL pg/ml

1G 28.3 29.2 30.6 29.4
2G6 78.5 87.4 75.8 80.6
3G 56.3 44.4 42.5 47.7
4G 56.8 62.8 58.9 59.5
5G 45.7 60.2 40.4 48.8
6G 66.2 54.7 75.6 65.5
7G 40.5 40.9 46.1 42.5
9%6G 24.1 29.1 39.1 30.8
106G 23.4 31.6 10.3 21.8

Tabla 25. Estadistica descriptiva de las 23 tortugas muestreadas y sangradas en julio de 2016 en BLA. Las medidas
estan en cm.

N=23
LCC ACC LTC LPreC
MEDIA 78.39+6.9 73.84+5.9 18.20+3.34 13.17 £2.37
MIN - MAX 66.70 —94.53 66.63 — 88 13.90-25.23 10.63 -18.23
LPC Razon LP
MEDIA 5.69+1.27 0.43 +0.06 60.90 £ 5.33
MIN - MAX 3.93-8.4 0.33-0.59 53.67-73.3




Tabla 26. Sexo de los 23 organismos muestreados en julio en BLA. Las medidas estan en cm.

LTC LPreC Razén SEXO

1 24.83 18.23 0.43 H
2 16.70 12.53 0.34 HI
3 18.53 13.70 0.41 HI
4 20.77 13.90 0.46 H
5 16.93 12.50 0.42 HI
6 21.30 14.23 0.59 H
7 17.73 12.83 0.48 HI
8 25.00 17.93 0.41 H
9 16.73 12.63 0.44 HI
10 15.63 11.63 0.40 HI
11 16.20 11.77 0.50 HI
12 13.90 10.67 0.42 I

13 15.67 12.10 0.33 HI
14 20.43 16.07 0.33 H
15 15.50 10.73 0.46 HI
16 15.40 10.63 0.46 HI
17 18.67 13.63 0.47 H
18 25.23 17.93 0.45 H
19 15.60 10.97 0.46 H
20 20.20 14.30 0.42 H
21 16.60 11.53 0.44 H
22 16.00 11.20 0.47 H
23 15.10 11.17 0.37 H
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Al igual que con los organismos de BLA, se procedié a realizar el re sexado y la obtencion de la razén de

sexos de los 65 organismos muestreados en LOL, los resultados mostraron 14 tortugas inmaduras, 14

machos y 37 hembras con una razén de sexos hembra:machos de 2.64 : 1.
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Capitulo 4

4. Discusion

Un método valido y robusto de diferenciacién sexual es fundamental para la realizacién de estudios de
proporcién sexual en tortugas marinas. Existen diversas técnicas para determinar el sexo en quelonios,
sin embargo, algunos de estos métodos suelen ser invasivos ademas de que la logistica y los costos de los
mismos pueden impedir su uso extendido para la examinacidon de un mayor nimero de tortugas. El
método no letal mas preciso para determinar el sexo en tortugas marinas es la observacién directa de las
gbénadas por una examinacién laparoscopica (Delgado et al., 2010), sin embargo, la principal desventaja
es que el procedimiento es invasivo y potencialmente peligroso para la tortuga si no se cuenta con el
entrenamiento veterinario apropiado para realizarlo (Wood et al., 1983; Limpus y Reed, 1985; Limpus,
1985). Ademas, otras técnicas como cariologia (Bickham et al., 1980), prueba de antigenos H-Y en las
células sanguineas (Wellins, 1987), prueba de hibridacion en ADN con la sonda Bkm (ADN repetitivo
asociado a los cromosomas del sexo (Demas et al., 1990) y analisis de los niveles de testosterona en
sangre (Owens et al., 1978; Wibbels et al., 1987; Wibbels, 1988) han sido demostradas como aptas para
una identificacion fisiolégica o molecular del sexo, sin embargo no han sido suficientemente validadas.
Aunado a esto la logistica y los costos metodoldgicos pueden impedir su uso extendido para la
examinacion de grandes grupos de tortugas. El radioinmunoensayo (RIA) de la testosterona es un
método también caracterizado por dificultades logisticas y equipo caro, pero ha probado ser practico
para sexar con éxito tortugas juveniles. Allen et al. (2015) realizaron un estudio comparativo entre RIA'Y
ELISA en el que el ELISA demostré una excelente correspondencia con el RIA para proporcionar

concentraciones de testosterona para la determinacion del sexo.

Para que una técnica de sexado sea util, esta debe ser precisa, de logistica practica y de bajo costo. La
utilizacion de modelos matematicos para la determinacién de sexo en Chelonia mydas podria ser una
solucidn efectiva a los inconvenientes que presentan todas las demas técnicas de sexado descritas con
anterioridad, ya que dicha técnica cumple con los tres requisitos anteriores, es decir, es practica al no ser

un método invasivo, es precisa y de muy bajo costo ya que no requiere de equipo costoso.

La diferenciacién de machos y hembras adultas en tortugas marinas, normalmente no es un problema
grave ya que los machos durante la pubertad desarrollan caracteristicas sexuales secundarias como el

largo de la cola, la morfologia del caparazén y de las ufias en las aletas frontales (entre otras) (Wibbels et
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al. 1990; Owens, 1997; Hamann et al. 2003; Wyneken, 2004). La caracteristica sexual secundaria mas
obvia es la larga y musculosa cola prensil que se extiende fuera del caparazén en machos adultos la cual
presenta el segmento caudal precloacal alongado, donde guarda el pene completamente desarrollado
(Wibbels et al. 1990, Owens, 1997; Wyneken, 2004). Aunque las longitudes de la cola varian con las
especies y posiblemente con la poblacién, la cola de las tortugas marinas hembras es corta y se extiende
s6lo un poco mas alld de los escudos marginales (Wibbels, 2000). Sin embargo, algunos autores
argumentan que utilizar la longitud total de cola en estos organismos puede presentar errores cuando
los organismos sexados se encuentran cerca del tamafio minimo para ser considerado adulto en una
poblacién (Limpus, 1985; Meylan et al. 2011). Por otra parte, pudiera ser que algunos juveniles grandes
o machos en estado de pubertad no hayan desarrollado todavia colas largas y por lo tanto pueden ser
confundidos con hembras adultas pequefias (Limpus, 1985; Limpus y Reed, 1985). Asi mismo las ufias en
las aletas frontales que llegan a desarrollar los machos con frecuencia las pierden ya sea en el proceso de
apareamiento o en peleas con otros machos por lo que estas caracteristica deben de tomarse con

reserva para sexar adultos.

Para la poblacidon de Chelonia mydas en el Golfo de California, el criterio de clasificacion de edad adulta
se realiza con base en la medida promedio del Largo Recto de Caparazén de hembras anidantes en
Michoacéan (LRC = 77.3 cm) (Alvarado y Figueroa, 1991) esto es, cualquier individuo con LRC >77.3 cm es
considerado adulto. Se considera que el criterio de clasificacion de edades presenta un gran sesgo, al
subestimar aquellos individuos reproductores, que se encuentran por debajo de dicha talla (Nichols,
2003). Sin embargo, es importante mencionar que la talla no es un indicador confiable del estado de
madurez, segln estudios realizados (Musik y Limpus, 1997). Al analizar los datos obtenidos para este
estudio, los organismos que fueron muestreados habian sido previamente sexados en campo de acuerdo
al criterio anteriormente descrito (LRC >77.3 cm = adulto), sin embargo, se encontraron errores en el
sexado ya que algunas tortugas marcadas como hembras o machos adultos resultaron ser en realidad
inmaduros o algunos organismos que por el tamafio del LRC habian sido sexados como inmaduros en
realidad eran hembras o machos adultos de tamafio pequefio, dichos errores fue posible detectarlos con

la aplicacion de los modelos matematicos.

Mediante estadistica multivariada se determind que el LTC, LPrec, LPCCC y la razén (LPCCC/LPreC) son
los caracteres sexuales secundarios mas importantes para la determinacién del sexo en Chelonia mydas.
Heithaus et al. (2005) clasificaron como machos a individuos con LTC > 25 cm lo cual se acerca a los
intervalos de referencia finales obtenidos para BLA donde se establecié para machos un intervalo para

LTC=28.4 — 52.7 cm. Los autores antes mencionados clasificaron como hembras a todo aquel organismo
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con colas <25 cm y LCC > 100 cm, esto difiere de lo encontrado en este estudio ya que aqui se establece
qgue el LCC no es un buen parametro para la determinacién sexual, ademas, encontramos que el LTC
para hembras debera medir en un rango de 13.04 — 25 cm mientras que los organismos clasificados
como inmaduros son los que poseen colas mds pequefias con medidas que van de 7 — 14 cm de longitud.
Por su parte Carridon (2010), diferencia a machos con el LTC >20 cm y si es menor que 20 cm son

probables hembras (ver tabla 27).

Tabla 27. Tabla comparativa entre las medidas limites para cada clase ontoldgica. Las medidas estan en cm.

Heithaus et al. (2005)

Hembras Machos Inmaduros
LTC <25 >25 -
LCC >100 -
Carrién (2010)
LTC | <20 >20 -

Este estudio

LTC 13.04 -25 284-52.7 7-14
LPreC |13.5-18.5 19.6-30.38 5.1-8
Razén |0.47-2.84 0.25-0.47 0.34-0.66

En 2012 Santacruz Lépez con datos de Bahia de los Angeles encontré una relacién alométrica entre las
variables morfométricas (sin utilizar el LPreC y LPCCC) de Chelonia mydas, la cual aparentemente
permitia diferenciar los sexos de los individuos, ademas, encontrd una relacion alométrica entre el LTC y
la PC. Esto coincide con lo encontrado en este estudio para LOL donde tampoco se incluyeron las
variables LPreC, LPCCC y razén aunque en los intervalos de referencia finales Unicamente se incluyé la
variable PC pero no el LTC. Lo anterior difiere de lo encontrado en BLA, ya que ahi al incluir las variables
LPreC, LPCCC y razdén (LPCCC/LPreC), la variable PC ya no fue importante para diferenciar a los sexos de

los individuos.

En cuanto a la calibracion de los modelos matematicos con los perfiles hormonales de testosterona y
estradiol existen pocos estudios donde se discutan los intervalos de referencia de perfiles hormonales
que diferencien con claridad a machos, hembras e inmaduros. Gross et al. (1995) encontraron en Caretta
caretta que la proporcion de concentraciones de estradiol respecto a testosterona es significativamente

menor en los machos que en hembras, lo que permite predecir el sexo con precision aceptable. Sin
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embargo, Merchant-Larios (2000) en L. olivacea, no encontré diferencias en los niveles de estas

hormonas entre los sexos.

Algunos autores como Bolten y Bjorndal (1992) sugieren que tortugas con niveles de testosterona
menores a 10 pg/ml sean clasificadas como hembras, con niveles >20pg/ml como machos y entre 10-20
pg/ml como indefinidos. Schoeder y Owens (1994); Coney y Landry (1995), encontraron valores similares
a los de Bolten y Bjorndal (1992). Sin embargo Allen et al. (2015) difieren drasticamente de lo propuesto
anteriormente y mencionan que las hembras deben tener como intervalos de referencia valores de
testosterona de 4.6-281.2 pg/ml, los machos 112.4 —112094.2 pg/ml mientras que para las hembras
inmaduras los valores deben ir de 4.1-113.1 pg/mly en los machos inmaduros de 198.4 —2613 pg/ml. En
este estudio los resultados de los perfiles hormonales para las tortugas de LOL sefalan que solo dos de
los 9 organismos sangrados son probables machos con valores de testosterona de 1346.66 y 1166.66
pg/ml, mientras que los 7 organismos sangrados restantes presentaron valores de testosterona que van
de los 166.66 a los 680 pg/ml, estos 7 organismos fueron considerados hembras o hembras inmaduras
de acuerdo a los 4 tipos de clasificacion sexual tomados en cuenta (sexo segun la razén de LPCCC/ LPreC,
sexo segun perfiles hormonales, sexo segun intervalos de referencia y clasificacion dada en campo), lo
anterior contradice lo propuesto por Bolten y Bjorndal (1992), ya que de acuerdo con su clasificacion
todos los organismos muestreados en LOL deberian de ser machos. Por otra parte, nuestros resultados
presentan coincidencias con los de Allen et al. (2015) ya que los 2 organismos que identificamos como
machos y los 7 identificados como hembras presentan valores de testosterona similares a los propuestos
por Allen et al. (2015) (figura 35), sin embargo, cabe mencionar que existe traslape entre los valores de
referencia que ellos proponen. De los datos recabados de las 23 tortugas sangradas en BLA en julio de
2016, se puede inferir de acuerdo a los perfiles hormonales que solamente 2 organismos son machos
(ver figura 36) al presentar valores de testosterona de 13050 y 15040 pg/ml respectivamente lo cual

nuevamente coincide con lo mencionado por Allen et al. (2015).
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Grafica de los niveles hormonales de las 9
tortugas sangradas en febrero de 2016 en LOL

1400 30

900

400

Testosterona pg/ml
o
o
Estradiol pg/ml

-100 0

== Testosterona === Estradiol

Figura 35. Grafica de los niveles hormonales de las 9 tortugas sangradas en febrero de 2016 en LOL. Los puntos
rojos indican los dos organismos sexados como machos.

Gréfica de los niveles hormonales de las 23
tortugas sangradas en julio de 2016 en BLA
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Figura 36. Grafica de los niveles hormonales de las 23 tortugas sangradas en julio de 2016 en BLA. Los puntos rojos
indican los dos organismos sexados como machos.

Por otra parte Wibbels et al (1990) mencionan que en las hembras adultas de tortuga boba
inactivamente reproductivas, los niveles hormonales de testosterona y estradiol no tienen diferencias
estacionales, por el contrario el mismo estudio sefala que para la primavera de la costa atlantica de
Florida los niveles tanto de testosterona como de estrégenos entre hembras activas y no activas fueron
significativamente diferentes, siendo mayor en las hembras activas aun cuando dichas hembras
estuvieran aun en las areas de alimentacion. Lo anterior significa que probablemente el aumento en los
niveles de esteroides observado en la primavera podria no ser el estimulo necesario de las hembras
adultas para iniciar su migracion. Los autores observaron una fuerte disminucién de estradiol y un
intenso aumento de testosterona en tortugas caguama (Caretta caretta) reproductivamente activas
justo antes de iniciar su migracion (figura 37). Por su parte Allen et al. 2015, mencionan en su estudio

que los resultados de testosterona por el método de RIA o ELISA, no resultaron confiables para predecir
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el sexo de hembras sexualmente activas con aumento de la produccidon de testosterona. Ademas,
mencionan que las tortugas de tamafio adulto pueden ser identificadas erroneamente si solo se toman
en cuenta las concentraciones de testosterona, ya que una hembra reproductivamente activa con altas
concentraciones de esta hormona puede ser considerada un macho inmaduro o maduro, y argumenta
también que los ensayos de testosterona por si solos no deben ser utilizados para determinar el sexo de
las tortugas cerca del tamafio umbral de la madurez sin informacién adicional para corroborar los
resultados del ensayo. Los muestreos en BLA y LOL de los que se obtuvieron muestras de sangre fueron
realizados en los meses de julio y febrero de 2016 respectivamente, considerando que la temporada de
anidacidn para esta poblacién va de agosto a enero es posible sugerir que el hecho de no haber
encontrado machos maduros en BLA se deba precisamente a que se encontraban en las areas de
apareamiento en ese momento mientras que para LOL probablemente los machos maduros se

encontraban migrando de las areas de apareamiento de regreso a las areas de alimentacion.
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Figura 37. Niveles hormonas en tortugas que indican un aumento repentino en testosterona y disminucion en
niveles de estradiol. Al aumento de testosterona las TM empezaron su proceso de migracion.

Al comparar las figuras 35, 36 y 37 es posible apreciar lo mencionado por Wibbels et al (1990), referente
al aumento de testosterona y la disminucion de los niveles de estradiol (lo cual marca el inicio del
proceso de migracién a areas de reproduccién) en algunas de las tortugas muestreadas, dicho
comportamiento hormonal lo presentaron, tres de las cuatro tortugas que habian sido sexadas como
machos (puntos rojos de las figuras 35 y 36) ya que tuvieron los niveles de testosterona mas elevados
para su sitio de muestreo, esto contradice lo dicho por Allen et al. (2015) referente a los rangos de
testosterona utilizados para sexar a las tortugas marinas ya que dichos organismos considerados machos
en realidad pudieran ser hembras al comienzo de su proceso de migracidn a areas de reproduccién, sin
embargo esto mismo lo sefalé Allen et al. (2015) al documentar que la concentracidn de testosterona

evaluada con los métodos de RIA o ELISA no resultaron confiables para predecir el sexo de hembras
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sexualmente activas con aumento en la produccién de esta hormona. Por lo cual se podria concluir que
al menos los 2 organismos de BLA que en un principio habian sido considerados machos en realidad son
hembras al comienzo de su época reproductiva ya que el periodo de muestreo (julio) coincide con el

inicio de la temporada de anidacion (agosto).

Referente a los cuatro tipos de sexado comparados en este estudio (intervalos de referencia, razén de
LPC/ LPreC, perfiles hormonales y clasificacion en campo) podemos decir que en la mayoria de los casos
los 4 tipos de sexado coincidian excepto cuando de acuerdo a los niveles hormonales algin organismo
era sexado como macho pero al mismo tiempo los otros métodos diferian de dicho resultado. Al igual
que Allen et al. (2015) en este estudio se considera que mientras no exista un estudio robusto de los
perfiles hormonales para el sexado de tortugas marinas no es confiable utilizar los resultados de RIA de
testosterona y estradiol ya que se podria tomar una decisién errénea y sexar como macho a aquellas

hembras que estan por comenzar su migracion reproductiva.

La estimacion de la razéon de LPCCC/ LPreC resultd ser importante para la determinacion del sexo en
conjunto con las variables LTC y LPreC, sin embargo esta variable no puede ser utilizada por si sola para
determinar el sexo en tortugas marinas debido a que presenta un traslape para machos (razén= 0.25 -
0.47) e inmaduros (razén= 0.34 - 0.66). No obstante, resultd ser de gran utilidad para diferenciar a las
hembras adultas (razén= 0.47 - 2.84) del resto de la poblacidn siempre y cuando la razén obtenida para
determinado organismo sea mayor a 0.66 que es la medida limite de inmaduros con la cual presenta un

ligero traslape.
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Capitulo 5

5. Conclusiones

e Los modelos matemadticos son una solucién prdctica, econdmica y confiable para el sexado de tortugas
marinas pero para que arrojen resultados certeros las medidas largo pre cloacal, largo post cloacal y
razon deben de ser incluidas en la lista de medidas morfométricas que deben ser tomadas en los

muestreos.

e Las medidas largo total de cola, largo pre cloacal, largo post cloacal y razén son las variables
determinantes para la prediccién del sexo en tortugas marinas. Sin embargo los modelos matematicos
deben ser aplicados y calibrados en todos los sitios de agregacién de tortugas marinas para que puedan

ser ajustados a cada poblacién y especie.

e E| LRC >77.3 cm no es indicativo de la adultez ya que dicha medida fue obtenida de la talla promedio de
tortugas anidantes de Michoacan y no toma en consideracién a las hembras y machos pequefios. Para
proponer una medida como criterio de clasificacion de edad adulta en dreas de alimentacion, se debe

considerar los datos obtenidos en dicha poblacién tomando en cuenta machos y hembras.

e La estructura de tallas en LOL se encuentra definida por individuos inmaduros (16.92%) con LRC
promedio de 53.80 cm, los machos representan el 27.69% con un LRC promedio de 86.78 cm vy la
hembras son el 55.38% de la poblacion con un LRC promedio de 82.5 cm. En BLA la estructura de tallas
predominante son los inmaduros (52.15%) con un LRC promedio de 66.5 cm, seguida por las hembras
que representan el 31.72% de la poblacidn con un LRC de 83.5 cm y los machos (16.13%) con un LRC de
81.20 cm.

e La proporcién de sexos en LOL se encuentra sesgada hacia las hembras (2:1) al igual que en BLA (1.96:1)
sin embargo, una posible explicacién para un sesgo femenino en zonas de alimentacién son las
diferencias en la preferencia de hdbitat entre machos y hembras asi como la diferencia en sus ciclos
migratorios. Estas proporciones son las que eran consideradas inicialmente de acuerdo al sexado que se
le habia dado en campo a cada tortuga pero al re sexar a los organismos con los modelos matematicos

obtenidos se alcanzaron razones de sexo de 2.23:1 para BLAy 2.64:1 para LOL.
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o El uso de perfiles hormonales como técnica de sexado no es confiable debido a la falta de estudios
pertinentes que permitan determinar los valores de referencia de testosterona y estradiol para definir el
sexo de los organismos por cada adrea de agregacidon y forrajeo de las especies estudiadas en las

diferentes estaciones del ano.

e De los cuatro tipos de sexado utilizados se puede concluir que a pesar de que arrojaban resultados
similares, solamente el sexado por intervalos de referencia obtenidos con los modelos matematicos es
confiable ya que su eficiencia ha sido demostrada estadisticamente. El sexado considerando Unicamente
la razén de LPosC/ LPreC no es cien por ciento confiable debido al traslape que se presenta entre machos
e indefinidos, es decir, Unicamente ayuda a predecir si un organismo es hembra o no. De los perfiles
hormonales ya se ha sefialado que no son confiables en su totalidad ya que no existen rangos de
referencia que indiquen el sexo de cada organismo y las hembras con altos niveles de testosterona al
comienzo de su etapa reproductiva pueden facilmente ser confundidas con machos. En cuanto a la
clasificacidon dada en campo, se puede concluir que a pesar de la vasta experiencia con la que cuentan los
pescadores y demds personal encargado de los muestreos, se siguen cometiendo errores en el sexado
ya que su clasificacion esta basada en el tamafio de la cola y el LRC, por lo que machos tardios que no
han desarrollado la cola larga son confundidos con hembras o hembras pequefias que suelen ser

confundidas con inmaduros.
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