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RESUMEN

La determinacion de proporcién sexual de tortugas marinas en habitats forrajeros es de gran
interés para su conservacion, estos individuos carecen de caracteristicas sexuales
secundarias, dificultando el sexado; por ello, el uso de técnicas como el ensayo por
inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) para la medicion de testosterona, es importante
para la investigacion de vida silvestre. El estudio se realizé en la Bahia de Jiquilisco,
Usulutan, El Salvador entre los meses de agosto 2017 y febrero 2018. Se recolectaron 77
muestras sanguineas tortugas Carey (Eretmochelys imbricata) juveniles de las que se extrajo
plasma sanguineo; las muestras fueron enviadas al laboratorio endocrinolégico del
Southwest FisheriesScience Center (SWFSC) de la National Oceanic and Atmospheric
Administration (NOAA) en La Jolla, California, Estados Unidos, para realizar la técnica de
ELISA. En los resultados se demuestra una proporcion sexual de tortugas Carey 5.8
hembras: 1 Macho. Los valores de concentracién de testosterona de hembras inmaduras
tuvieron una variacién de 7.7-77.20 pg/ml. Mientras que los machos inmaduros presentaron
una variacién entre 660.30-3083.20 pg/ml. Respecto a la correlaciéon entre concentracion de
testosterona y largo curvo de caparazén se obtuvo una probabilidad de (p=0.783) en
hembras y una probabilidad de (p=0.0847) en machos, por lo que no existe relacion
significativa; para las variables concentracion de testosterona y peso se obtuvo una
probabilidad (p=0.741) en hembras y una probabilidad de (p=0.7382) en machos por lo que
no existe una relacién significativa. Concluyendo que el uso de parametros morfométricos no
es confiable para el sexado de individuos inmaduros y que el uso de la técnica de ELISA de
testosterona es una opcién segura y confiable para la determinacion de sexo en tortugas
marinas inmaduras.

Palabras clave: Eretmochelys imbricata, Proporcion sexual, Testosterona, ELISA, Zonas de

alimentacién, Bahia de Jiquilisco.
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ABSTRACT

Determining sex ratios of sea turtles at foraging areas is an important parameter for
conservation. Sea turtles do not exhibit external characteristics to distinguish sex in
immature stages, hindering sexing. Thus, there has been a growing application of enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) to measure testosterone concentration in blood
plasma for wildlife research. The study was performed at feeding areas of Jiquilisco Bay,
Usulutan, El Salvador, from August 2017 to February 2018. Blood samples were obtained
from 77 immature hawksbill turtles (Eretmochelys imbricata), from which blood plasma
was extracted. Samples were sent to the endocrinology laboratory from Southwest
Fisheries Science Center (SWFSC) of the National Oceanic and Atmospheric
Administration (NOAA) in La Jolla, California, United States, where the ELISA technique
was performed. Results indicated a female bias (5.8 female: 1 male) among turtles in the
foraging aggregation. The range of testosterone concentration values for immature
females was 7.7-77.20 pg/ml, while immature males showed testosterone concentration
values between 660.30-3083.20 pg/ml. There was no correlation between testosterone
concentration and curved carapace length for neither females (p=0.783) nor males
(p=0.0847). Likewise, there was no correlation between testosterone concentration and
weight for neither females (p=0.741) nor males (p=0.7382). In conclusion, the use of
morphometric parameters is not reliable for assign sex to immature hawksbill turtles and
that the use of ELISA technique is a safe and reliable option to determining sex in

immature sea turtles.

Key words: Eretmochelys imbricata, Sex ratio, Testosterone, ELISA, Feeding areas,

Jiquilisco bay.

1. Introduccioén.

La determinacién de la proporcién sexual es un tema de gran interés en la biologia y
conservacion de las tortugas marinas, esta se ve dirigida por la temperatura de incubacion
de los huevos; temperaturas mayores de la temperatura pivote (temperatura que produce
50% de hembras y 50% de machos) producen un mayor porcentaje de hembras y
temperaturas menores producen un mayor porcentaje de machos (Lande 1988) Se
desconoce la proporcion sexual natural de las poblaciones de tortugas marinas en estadio

inmaduro, y si esta varia entre las diferentes poblaciones (Wibbel 2003).



En diferentes estudios se han obtenido proporciones altamente parcializadas de neonatos
hembras; solamente hay una mayor produccién de machos correspondiente a los meses
en los que existe un descenso en la temperatura (Marcovaldi et al. 2014). A partir de estos
datos se han presentado estudios sobre la amenaza del cambio climéatico en la
biodiversidad de las especies (Liles et al. 2019).

El primer estudio en el que se evalud la proporcion sexual de la poblacién forrajera de la
tortuga verde (Chelonia mydas) fue en el Pacifico oriental, se realizé con el fin de
determinar el sexo de los especimenes y posteriormente obtener la proporcién entre
hembras y machos de la especie; los resultados fueron congruentes entre el andlisis de
ELISA, laparoscopia y el Radioinmunoensayo, obteniendo una alternativa para la
determinacién sexual de los individuos, evitando el uso de métodos invasivos y de mayor
costo (Allen et al. 2015).

La técnica de ELISA ha sido utilizada en especies marinas para el control de su salud,
reproduccion, respuesta al estrés y determinacion sexual siendo una técnica precisa y de

menor costo (Allen et al. 2015).

La Republica de EI Salvador, el Convenio sobre la Diversidad Biologica y las leyes
nacionales brindan proteccién a la tortuga Carey como una especie en peligro critico de
extincién (Liles et al. 2014). Existen leyes que prohibe la recoleccién y venta de productos
de tortugas marinas para fines distintos de conservacién y que mitigan la captura
incidental de tortugas marinas en la pesca. Sin embargo, la aplicacion de estas medidas
esta limitada por parte de las autoridades (Liles et al. 2011). En El Salvador no se cuenta
con investigaciones para determinar la proporcidon sexual en esta especie en estadio
inmaduro, lo que dificulta su conservacion. El conocimiento de estos datos puede dar
lugar a la formulacion de estrategias de conservacion y proyeccion de supervivencia de la

especie (Campbell 2014).

2. Materiales y métodos

El lugar en el que se realizé el estudio es la Bahia de Jiquilisco, ubicada en departamento
de Usulutan al oriente de El Salvador, en las siguientes coordenadas: 13° 13' Latitud
Norte y 88° 32' Longitud Oeste en la parte Central, 13° 15' Latitud Norte y 88° 49' Longitud
Oeste en el Sur occidente y 13° 15' Latitud Norte y 88° 21' Longitud Oeste en el extremo

nororiental (MARN, 2013a); el lugar presenta una altura minima de los 0 msnm vy la altitud
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maxima registrada es de 40 m.s.n.m. (MARN, 2013b); las condiciones climaticas que
caracterizan la zona son temperaturas en promedio de 26.7°C, con oscilaciones desde
los 20.3°C a 34.6°C como temperatura maxima, en cuanto a la humedad relativa que
caracteriza la zona va desde los 65.15% durante la época seca y durante la época
lluviosa de 78.15% (MARN 2013a).

El estudio se realiz6 entre los meses de agosto 2017 y febrero 2018; las unidades
experimentales a tomar en cuenta son 77 individuos de la especie de tortuga Carey
inmaduros con largo curvo de caparazon (LCC) <85 cm que se encontraron en zonas de

alimentacién que pertenecen a la Bahia de Jiquilisco, Usulutan.

2.1 Metodologia de campo

2.1.1 Captura de individuos
La captura de los ejemplares se llevé a cabo mediante el embarque de lanchas y con la

colaboracién de tres pescadores de la zona; se realiz6 mediante la visualizacion de la
tortuga; y cuando se observd la cabeza del individuo a flote, se procedi6 a realizar el
lanzamiento en forma de media luna con una red artesanal; al capturar a la tortuga se

procedié a levantarla y posicionarla en la lancha.

2.1.2 Extraccién de muestra de Sangre
Las muestras de sangre fueron extraidas del seno cervical dorsal (Wyneken 2004). Para

la recoleccién de la muestra se utilizaron tubos con heparina de litio con capacidad de 4
ml. Las muestras fueron trasladadas a la estacion biolégica ubicada en la isla de San
Sebastian, se realizé la centrifugacion de las muestras a 5,000 rpm, durante 10 minutos.
Posteriormente se colocé la alicuota de 2 ml de plasma sanguineo en un criovial con
capacidad de 3 ml y se almacené a una temperatura de —180 °C hasta la ejecucion del

analisis.
2.2 Metodologia de laboratorio.

Las muestras fueron enviadas al laboratorio endocrinoldgico del SWFSC de la NOAA para
su procesamiento y andlisis, se utilizé el kit comercial de ELISA (Catalogo # ADI-900- 065,
Enzo Life Sciences®, Plymouth, PA) para deteccion de testosterona para determinar su
concentracion en las muestras de plasma obtenidas todas estas muestras fueron

cuantificados con su respectivo duplicado



2.3 Metodologia estadistica.

Los métodos estadisticos utilizados son de tipo descriptivo e inferencial; se hizo uso de
tablas, graficos, cuadros y medidas de dispersion asi como el programa informético
Excel® para el procesamiento y andlisis de datos y el Software de andlisis estadistico
InfoStat (Lenguaje de programacion).

3. Resultados y discusion

Se analizaron las muestras de 77 tortugas Carey inmaduras mediante la técnica de ELISA
para testosterona de los cuales se obtuvieron los siguientes resultados:

En la siguiente tabla se muestra la distribucién de los datos obtenidos correspondientes al
namero de hembras, machos y especimenes de sexo desconocidos.

Cuadro 1.Clasificacién sexual de los especimenes de tortuga Carey muestreados en la

bahia de Jiquilisco.

Muestras Frecuencia | Porcentaje

(%)
Hembra 64 83.1
Macho 11 14.3
Desconocido 2 2.6
Total 77 100.0

Para obtener la proporcién sexual se tiene lo siguiente:

P=a/b P=64/11=5.81

a= Numero de hembras

b= Numero de machos

La proporcién sexual de tortugas Carey inmaduras en la Bahia de Jiquilisco es de 5.8
hembras: 1 Macho. En el estudio de Allen et al (2015), se obtuvo una proporcion sexual
estimada de 3.5:1 Hembras/Machos en la poblacion forrajera de tortugas verdes en la
Bahia de San Diego, Estados Unidos. Mientras que en este estudio se obtuvo una
proporcion de 5.8:1 hembra/macho por lo que se tiene una parcializaciéon de tortugas
hembra en la poblacion de tortugas Carey inmaduras en Bahia de Jiquilisco, es
importante determinar la variacion de la proporcion sexual entre diferentes especies y

poblaciones para determinar si existe una diferencia significativa en cuanto a la variacion



entre proporciones, poblaciones, para la comprension de la dinAmica reproductiva de la

especie Chaloupka et al (2012) (ver cuadro 1).

En el caso de la tortuga Carey de la zona forrajera de la Bahia de Jiquilisco, los valores de
testosterona de hembras inmaduras tuvieron una variacion de 7.7-77.20 pg/ml con una
media de 26.24 pg/ml. Mientras que los machos inmaduros presentaron una variacion
entre 660.30-3083.20 pg/ml con una media de 1671.16 pg/ml (Ver cuadro 2). Es
importante establecer los valores de referencia de la concentracion de testosterona
plasmatica para las diferentes especies, estos datos son de utilidad como indicador de
salud y para la determinacién del sexo de los especimenes.

Segun Allen (2015) las hembras de tortuga verde inmaduras el rango de concentracion de
testosterona es de 4.1-113.1 pg/ml y en machos inmaduros es 198.4-2,613.0 pg/ml;
mientras que para hembras maduras el rango de concentracion de testosterona es de
4.6-281 pg/ml, y en machos 112.4-112,094.2pg/ml. Segun Al-hasbi (2006) los rangos de
concentracion de testorerona entre machos y hembras son amplios; sin embargo, al
mismo tiempo son bien diferenciados, esto es consistente con los resultados de este

estudio asi como el estudio de Allen en tortugas verde.

Cuadro 2. Datos estadisticos para la variable concentracion de testosterona en tortugas

Carey inmaduras.

Sexo n Media D.E. Min Max Mediana
Desconocido 2 167.5 76.65 113.3 221.7 167.5
Hembra 64 26.25 12.69 7.7 77.2 24.55
Macho 11 1671.16 853.2 660.3 3743.5 1622.8

Segun los resultados la variable largo curvo de caparazo6n no tienen relacion respecto a la
concentracion de testosterona tanto para hembras (Figura 1) como para machos (Figura
2), siendo una medida poco confiable para ser considerada representativa al momento del
sexado de un individuo inmaduro. Segun Chacon-Chaverri (2004) y Eckert (1999) En
individuos adultos el sexado de individuos no genera dificultad debido a que los machos
presentan caracteristicas sexuales secundarias durante la pubertad tales como el largo de
cola, morfologia del caparazon y la morfologia caracteristica de ufias en las aletas

delanteras, mientras que en individuos inmaduros estas caracteristicas no han sido



desarrollados por lo que, esta practica debe ser realizada con precaucién en individuos
que no hayan llegado a la madurez sexual

42 4%

Concentracion de testosterona (pg/ml)

,.
i
-

i

w
»
i
=
3
o
]

i

wp

o

(=)

LCC (cm)

Figura 1. Relacion entre concentracion de testosterona y largo curvo de caparazén de
tortugas hembra.
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Figura 2. Relacion entre la concentracion de testosterona y largo curvo de caparazén de
tortugas macho.

Segun estos resultados la variable de peso no tiene relacion respecto a la concentracion

de testosterona tanto para hembras (Figura 3) como para machos (Figura 4), siendo una



medida poco confiable para ser considerada representativa al momento del sexado de un
individuo inmaduro. Esto es congruente con lo mencionado por Blanvillain et al. (2011) En
estadios inmaduros, no es posible determinar el sexo de las tortugas por caracteristicas
secundarias externas, ademas Ledn (1999) aconseja llevar a cabo el sexado de
individuos maduros con precaucion cuando se basa en caracteristicas sexuales de tipo

secundario, para evitar errores al momento de asignar el sexo de un individuo.
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Figura 3. Relacion entre la concentracion de testosterona y peso de tortugas hembra.
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Figura 4. Relacion entre la concentracion de testosterona y peso de tortugas macho.



4. Conclusiones

La proporcion sexual de las tortugas Carey inmaduras de la Bahia de Jiquilisco se
encuentra sesgada hacia las hembras (5:1). Por ello es necesario establecer la variacion
de la proporcion sexual de tortugas Carey natural, asi como las variaciones entre las
diferentes poblaciones y especies, conocer este aspecto de la biologia de las especies es
importante para la determinacién de su éxito reproductivo.

En El Salvador, este es el primer estudio en relacién a proporcién sexual de la poblacion
juvenil de tortuga Carey de la Bahia de Jiquilisco, siendo informacion vital para inferir el
estado de la poblacion y sobrevivencia de cada sexo de la especie en las zonas de
alimentacion.

Los escenarios de cambio climatico indican que el problema de la feminizacién casi
completa para ciertas poblaciones de diferentes especies de tortugas marinas podria
ocurrir dentro de los proximos diez a quince afios, por lo que el monitoreo de las
variaciones de la proporcién sexual es crucial, ya que esta informacién puede ser de
caracter predictivo en relacion a las amenazas de cambio climético y conservacion de la
especie.

La técnica de ELISA es una opcion segura para la cuantificacion de testosterona en
tortugas marinas inmaduras, debido a que es una técnica poco invasiva y que reduce los
costos de investigacion en comparacion de otras técnicas que requieren mayor uso de
recursos para su ejecuciéon en campo.

El uso de pardmetros morfométricos en relacibn a la medicibn de testosterona en
individuos inmaduros no es un método confiable para la determinacion de sexo de
individuos inmaduros de tortuga Carey, debido a que no se encuentran relacionados entre
si por lo que es recomendable el uso de otros métodos que puedan proporcionar

informacién significativa, como la medicidn de concentracién de testosterona.

5. Recomendaciones

A partir de los resultados obtenidos, es importante evaluar de forma constante si existe
una variacion significativa de la proporcion sexual de tortugas carey juveniles en las zonas
forrajeras de la bahia de Jiquilisco durante diferentes periodos de tiempo con el fin de
comprender una parte de la dinamica reproductiva en este estadio de la especie y aportar
més datos que en el futuro puedan ser de provecho para la comunidad cientifica y los

programas de conservacion.



Realizar este estudio en tortugas Carey que se encuentren en los diferentes estadios de
crecimiento con el fin de obtener las diferentes variaciones que ocurren el transcurso de la
vida de esta especie y con ello dar lugar a futuras investigaciones sobre reproduccion y
salud reproductiva, asi como para comprender la demografia y dinamica reproductiva de
las poblaciones de vida silvestre con el fin de optimizar las estrategias de conservacion
para las especies amenazadas y en peligro critico de extincion.

El uso de la prueba de ELISA para tortugas marinas ampliara sustancialmente la
aplicacion de analisis de la proporcidon de sexos para diferentes especies en areas de
alimentacion, su uso también podria proporcionar informacion sobre la madurez sexual,
estatus y salud reproductiva de una poblacién.

El uso la técnica de ELISA en investigaciones en las que se realice cuantificacion de
testosterona en poblaciones de tortugas marinas, seran de utilidad para el respaldo y
validacién de la misma, esto dara lugar al posible uso de la técnica para la cuantificacién

de otras hormonas de importancia en estas especies.
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