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RESUMEN

La tortuga marina Lepidochelys olivacea (Eschscholtz, 1829), esta clasificada
actualmente dentro de la categoria —Vulnerable, segln la lista roja de especies amenazadas
de la IUCN (Abreu- Grobois & Plotkin, 2008). La caza, la captura incidental, la degradacion
de su habitat y el comercio de sus huevos, son las principales razones por las que se han visto
reducidas las poblaciones de parlama (Abreu-Grobois & Plotkin, 2008). En Guatemala, la
parlama también se encuentra clasificada en el Listado de Especies Amenazadas (LEA) del
Consejo Nacional de Areas Protegidas (CONAP, 2009). Actualmente, se sabe que la
temperatura de incubacion de los nidos de tortugas marinas esta relacionada con el sexo,
dimensiones de caparazén, rendimiento locomotor, fitness de los neonatos y se ve
influenciada por las variables climaticas. Por tal motivo, el presente trabajo de investigacion
tiene como objetivo determinar el sexo de neonatos de tortuga parlama (L. olivacea)
provenientes del tortugario ElI Banco, Santa Rosa, Guatemala a través de la observacion
histologica de las gonadas. Se determiné que el 56 de los neonatos evaluados durante el 2021
fueron hembras y 4 fueron machos seguln el analisis y verificacion histoldgica basada en el
método de Wyneken et al. (2007). Los resultados de este estudio sugieren que el
calentamiento global y factores externos pueden provocar una peligrosa feminizacién de las
poblaciones de tortugas, lo que coincide con los resultados del presente estudio evaluados en
el tortugario El Banco, Santa Rosa, Guatemala durante el 2021.

ABSTRACT

The olive ridley sea turtle Lepidochelys olivacea (Eschscholtz, 1829) is currently
classified as Vulnerable, according to the IUCN Red List of Threatened Species (Abreu-
Grobois & Plotkin, 2008). Hunting, bycatch, habitat degradation and egg trade are the main
reasons why parlamas populations have been reduced (Abreu-Grobois & Plotkin, 2008). In
Guatemala, the parlama is also classified in the List of Threatened Species (LEA) of the
National Council of Protected Areas (CONAP, 2009). Currently, it is known that the
incubation temperature of sea turtle nests is related to sex, shell dimensions, locomotor
performance, hatchling fitness and is influenced by climatic variables. For this reason, the
objective of this research was to determine the sex of hatchling parlama turtles (L. olivacea)
from the El Banco turtle hatchery, Santa Rosa, Guatemala through histological observation
of the gonads. It was determined that 56 of the hatchlings evaluated during 2021 were females
and 4 were males according to the analysis and histological verification based on the methods
described by Wyneken et al. (2007). The results of this study suggest that global warming
and external factors may cause a dangerous feminization of TSD turtle populations, which
coincides with the results of the present study evaluated at the EI Banco turtle hatchery, Santa
Rosa, Guatemala during 2021.



l. INTRODUCCION

El sexo de las tortugas marinas jovenes es dificil de determinar porque, como en muchos
otros reptiles con determinacion sexual ambiental, carecen de cromosomas sexuales
heteromdrficos (Wibbels et al., 2000) y no poseen dimorfismo sexual externo hasta cerca de
la pubertad. El sexo y la proporcion de sexos de las nidadas e incluso de los lugares de
anidacion a menudo se estiman indirectamente a partir de las temperaturas de los nidos, las
temperaturas de la playa (Godfrey y Mrosovsky, 1999; Godley et al., 2001a), y/o la duracion
de la incubacion de los nidos (Godley et al,2001b; Marcovaldi et al., 1997) y las
precipitaciones (Godfrey et al., 1996), mas que por el examen directo de las génadas de las
crias. Existen diferentes métodos para determinar el sexo de las tortugas marinas neonatas
como por ejemplo los estudios laparoscépicos, los analisis hormonales en sangre,
radioinmunoanalisis de los niveles de testosterona (Wibbels et al., 2000) y la relacion
estrogeno-testosterona de estrogeno y testosterona; pero el examen histolégico de la gbnada
se considera el método maés fiable para determinar el sexo en tortugas marinas neonatas
(Mrosovsky y Godfrey, 1995). Sin embargo, las herramientas histoldgicas no son accesibles
para muchos investigadores, no son Utiles en el campo, donde los nidos se inspeccionan a
menudo después de la eclosion de las crias, e implican la destruccion de una gonada, lo que
puede ser un problema para los especimenes que se encuentran en colecciones de museos. El
incremento acelerado de la temperatura global debido al cambio climético podria afectar
negativamente a las poblaciones de tortugas marinas al alterar la proporcion de sexos y
disminuir la produccion reproductiva, asimismo, se ha encontrado que la temperatura de
incubacion altera e influye en factores como: éxito de eclosion, rasgos morfoldgicos y
fisiologicos de las tortugas, tiempo de desarrollo, tamafio corporal, tasa de crecimiento y
rendimiento locomotor. Por tal motivo, el presente trabajo de investigacion tiene como
objetivo determinar el sexo de neonatos de tortuga parlama (L. olivacea) provenientes del
tortugario El Banco, Santa Rosa, Guatemala a través de la observacién histologica de las
gbnadas para propo6sitos de conservacion y manejo.



1. ANTECEDENTES

A. Cambio climético

Segun el Grupo Intergubernamental de Expertos sobre el Cambio Climético (IPCC) se
ha establecido que dependiendo de los escenarios de emisiones de gases de efecto
invernadero, la temperatura media global en superficie podria aumentar entre 0.3 a 4.8 °C a
finales del siglo XX1 (2081-2100) (IPCC, 2014). Entre los sectores que se veran seriamente
afectados por el cambio climatico, especialmente por el aumento de la temperatura media
global, se encuentran la biodiversidad y la productividad de los ecosistemas (Hitz y Smith,
2004; Holmgren, Schefer, Ezcurra, Gutiérrez y Morhen, 2001; IPCC, 2007; IPCC, 2009).

Los efectos del cambio climatico sobre la vida pueden observarse a distintos niveles,
que incluyen respuestas de los organismos a nivel individual, en las interacciones con otras
especies, en la amplitud de su distribucion geografica e, incluso, en la de los propios
ecosistemas. Las especies mas vulnerables al cambio climéatico son aquellas que dependen
en gran medida de la temperatura ambiental para sus rasgos de vida y aquellas que exhiben
determinacion del sexo dependiente de la temperatura como algunos peces, reptiles y todas
las especies de tortugas marinas (Fisher, Godfrey y Owens, 2014; Montero et al., 2018).

B. Determinacion del sexo dependiente de la temperatura y sus efectos

Las tortugas poseen variados sistemas de determinacion sexual, incluyendo
mecanismos bajo el control del genotipo del individuo (DSG) y mecanismos bajo el control
de la temperatura ambiental (DST) (Bull 1983, Valenzuelay Lance 2004, Valenzuela 2008c).
Los mecanismos dependientes de la temperatura son en general mas comunes en tortugas que
los mecanismos genotipicos, y las tortugas poseen dos de los tres tipos de DST conocidos en
vertebrados, DST-la y Il. El sistema DST- la es aquel donde los machos son producidos a
temperaturas bajas y las hembras a temperaturas altas, por lo que también se denota como
sistema DST MH (macho- hembra), mientras que el sistema Il es aquel que produce machos
a temperaturas intermedias y hembras a valores mayores y menores, por lo que se denota
también como DST HMH (hembra-macho-hembra). Otro parametro importante es el de la
temperatura pivotal, que es aquella temperatura constante que produce ambos sexos en
proporcién 1:1 a nivel poblacional, y que puede diferir de la temperatura umbral de cada
individuo (Valenzuela y Lance 2004). El sexo de los neonatos de las tortugas marinas se
determina durante el periodo termosensible que corresponde al final del primer tercio y al
comienzo del segundo tercio del desarrollo embrionario o periodo de incubacion (Mrosovsky
y Pieau, 1991).

Los escenarios de cambio climético predicen tanto el aumento de la temperatura global
promedio como el incremento de la varianza térmica durante la temporada reproductiva de
muchas especies de tortugas con DST (Neuwald y Valenzuela 2011), lo cual puede causar
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una feminizacion drastica de las poblaciones y un aumento de la mortalidad embrionaria que
conllevaria a la disminucion del potencial reproductivo y eventual extincion. Los estudios
han establecido que la aparicion de anomalias en el caparazon esta relacionada a condiciones
de incubacion como la temperatura y humedad, contaminacion ambiental y bioacumulacion
de metales (Cértez, Romero y Girondot, 2018; Velo, Becker y Cordero, 2011).

C. Tortugas marinas

Las tortugas marinas se clasifican en dos familias taxondmicas, Cheloniidae con siete
especies y Dermochelyiidae con una sola especie. Las siete especies de tortugas marinas son:
tortuga parlama o golfina (Lepidochelys olivacea), tortuga carey (Eretmochelys imbricata),
tortuga verde (Chelonia mydas), tortuga boba (Caretta caretta), tortuga de Kemp
(Lepidochelys kempi), tortuga plana (Natator depressus) y tortuga ladd (Dermochelys
coriacea) (Bowen y Karl, 2007).

Las tortugas marinas tienen un ciclo de vida muy complejo, utilizan varios hébitats en
su desarrollo, realizan migraciones de miles de kilometros entre las zonas de alimentacion y
las playas de desove (Figura 1), pueden vivir por muchos afios y presentan una edad de
madurez sexual tardia (Rueda, 2005).

COASTAL SHALLOW WATER
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/«éﬁ"
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Figura 1. Ciclo de vida de las tortugas marinas.
(Chaudhari, Prasad y Shanker, 2009).

D. Tortuga parlama (Lepidochelys olivacea) y sus amenazas

Especie méas abundante en la actualidad, se observa desde el noroeste de la Peninsula
de Baja California y el Golfo de California, hasta Chile. Esta clasificada como en peligro de
extincién por la UICN. El colapso de las poblaciones de esta especie fue provocado por la
sobreexplotacion de los adultos que se capturaron por millones en las playas donde ocurrian
fendmenos de arribadas (Rueda, 2007). Es una de las tortugas marinas mas pequefias, su
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longitud promedio es de 65 cm y tiene un peso de 45 kg. Se distingue por la forma
redondeada del caparazén y el elevado nimero de escudos en el caparazén que oscila entre
5y 9 pares, los mérgenes son lisos, el caparazon es de color verde oliva, con una superficie
inferior de color amarillo (Eckert, 2001).

En cuanto a reproduccion, la tortuga parlama se caracteriza por un comportamiento de
anidacion variado, con algunas hembras anidando solitariamente y otras anidando de forma
masiva conocida como arribadas (Bézy, Valverde y Plante, 2015). La tortuga parlama tiene
una reproduccidn anual, a diferencia de bianual como en otras especies. Las hembras anidan
de dos a tres veces por temporada, con intervalos de 14 a 48 dias. El tamafio de la puesta es
de 80 a 100 huevos (Rueda, 2005). La temperatura pivotal de la tortuga parlama L. olivacea
en Costa Rica se determind que oscila entre 30 a 31°C (Wibbels, Rostal y Byles, 1998).

Existe alta presién antropogénica sobre los ecosistemas costeros y marinos,
principalmente por la pesca industrial (Luna et al., 2008). Las principales actividades que
amenazan a las tortugas marinas en Guatemala son el saqueo de huevos en las playas de
anidacion, captura y muerte incidental de adultos por operaciones pesqueras industriales
(pesca de arrastre, con linea, con red agallera), desarrollo de la costa con fines urbanos,
turisticos o industriales, asi también restaurantes y los asentamientos humanos en las
proximidades de las playas de anidacion, y la circulacion de vehiculos en las playas. Las
primeras dos mencionadas son las amenazas mas serias para las tortugas marinas en
Guatemala (CONAP, 2010).

De las especies de tortugas marinas existentes, la tortuga parlama es una de las especies
que han mostrado una recuperacion poblacional méas sélida en los Gltimos afios (Eguchi et
al., 2007; Peavey et al., 2017) después de haber tenido nimeros extremadamente bajos en el
siglo pasado (Fonseca et al., 2009). La incubacion in situ de las tortugas parlama ha sido casi
inexistente en Guatemala durante las Gltimas décadas, lo que sugiere que las tendencias
positivas de anidacién son probablemente el resultado de casi 30 afios de esfuerzos de
conservacioén intensivos, participativos y basados en criaderos (Ariano-Sanchez, Muccio,
Rosell et al., 2005). La conservacién a largo plazo incluye la proteccion de las playas y la
reubicacion de los nidos en los criaderos, también han contribuido a revertir la disminucion
de la anidacion de las poblaciones de tortugas marinas en peligro de extincién, como las
tortugas verdes en Tortuguero, Costa Rica (Troeng y Rankin, 2005) y las tortugas parlama
en Playa Cuixmala, México (Garcia et al., 2003).

E. Metilacion dimorfica del ADN y periodo termosensible

Informes recientes correlacionan los procesos epigenéticos con la diferenciacion
sexual: La metilacion del ADN es necesaria para la diferenciacion de las células de Sertoli y
la formacion de cordones testiculares en las gonadas murinas (Mizukami et al., 2008). En la
tortuga olivacea L. olivacea, la diferenciacion de la gonada bipotencial en un testiculo u
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ovario tarda varios dias, o que permite estudiar los cambios estructurales y moleculares
durante la determinacién del sexo y la diferenciacion (Merchant-Larios y Diaz-Hernandez,
2013). Segun estudios realizados por Venegas et al., se encontré un patrén de metilacion del
ADN entre los ovarios y los testiculos que dependia de la temperatura de incubacion. El perfil
de metilacion del ADN en la gonada bipotencial se modifica por metilacion o desmetilacion,
de modo que el perfil difiere entre los ovarios y testiculos diferenciados. Los cambios en la
metilacion del ADN pueden ser necesarios para la estabilizacion de las redes de expresion
génica que impulsan la diferenciacion de la gbnada bipotencial para formar un ovario o un
testiculo.

Es importante destacar que los eventos de metilacion del ADN, asi como la
desmetilacién, se llevan a cabo durante el periodo termosensible, estableciendo patrones de
metilacion del ADN en las gonadas diferenciadas. El periodo embrionario termosensible para
la determinacion del sexo es un concepto Util en especies con determinacion del sexo
dependiente de la temperatura. Permite delimitar el rango de desarrollo cuando la temperatura
influye en el fenotipo sexual. La temperatura influye en la determinacién del sexo durante un
periodo especifico del desarrollo embrionario, que comienza cuando la gonada comienza a
formarse. A temperaturas de incubacion constantes, este periodo termosensible para la
determinacion del sexo (TSP) se sitta en el tercio medio de la duracién de la incubacion
(MTID). Cuando la temperatura fluctia, la posicion del periodo termosensible para la
determinacion del sexo puede desplazarse del MTID porque el crecimiento del embridn se
ve afectado por la temperatura. Los resultados de los nidos naturales y las simulaciones
muestran que la aproximacion del periodo termosensible para la determinacion del sexo al
tercio medio de la duracién de la incubacion puede crear un sesgo casi sistematico hacia
temperaturas mas bajas al calcular la temperatura media de incubacion durante este periodo
y, por tanto, un sesgo hacia los machos en la estimacion de la proporcion de sexos. Esta
diferencia puede tener importantes implicaciones para la conservacion de las tortugas
marinas. Por otro lado, la proporcion de sexos en las playas de anidacion esta a veces muy
sesgada hacia la produccion de hembras (Girondot, M., Monsinjon, J., y Guillon, J., 2018).

F. Ontologia gonadal de Lepidochelys olivacea

Al emerger las crias, las génadas aparecen como una estructura blanquecina alargada
sobre la superficie ventral del rifion, la cual no puede ser distinguida a simple vista como un
ovario o un testiculo (Miller y Limpus, 2003). Histolégicamente, en los machos de crias de
L. olivacea, el testiculo presenta un epitelio superficial plano, monoestratificado que
frecuentemente contiene varias células germinales. Bordeando el epitelio superficial esta una
membrana basal y abundante tejido estromatico, formado en gran parte por matriz
extracelular, células fibroblasticas y vasos sanguineos (Fig. 2A).

Por otro lado, los ovarios de crias de L. olivacea se distinguen por un engrosamiento
conspicuo del epitelio superficial. Este aparece como un epitelio columnar, con una 0 mas
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células de espesor. Contiene una membrana basal gruesa que separa el epitelio superficial de
la region medular de la gbnada. Los cordones medulares son vestigiales y aparecen como
pequefios grupos de células epiteliales rodeadas de una membrana basal (Fig. 2B) (Merchant-
Larios, 2000).

) U
A

o oo |
Medulla

Figura 2. Testiculo de L. olivacea (A) y ovario (B) tefiidos con H/E. El testiculo se
caracteriza por una corteza poco desarrollada y una médula bien organizada formada por
tibulos seminiferos. Los ovarios tienen una corteza de células baséfilas y la médula esta

mal organizada.
(Wyneken, J et al., 2007).

Se presentan muchas dificultades asociadas a la estimacion de la proporcién de sexos
en las poblaciones de tortugas. En contraste a los adultos, identificar el sexo en tortugas
juveniles y crias representa un significativo obstaculo logistico. Se ha propuesto y
desarrollado una variedad de métodos no letales para determinar el sexo en las tortugas
juveniles. Varias técnicas han sido demostradas como aptas para una identificacion
fisiol6gica o molecular del sexo. Estas incluyen cariologia, prueba de antigenos HY en las
células sanguineas, prueba de hibridacién con ADN y andlisis de los niveles de testosterona
en sangre (Merchant-Larios, 2000).

Métodos no invasivos: se han examinado los niveles de estrogeno y testosterona en la
sangre o el fluido corioalantonico y amnioético por medio de radioinmunoanalisis. Sin
embargo, Merchant-Larios (2000) en L. olivacea, no encontro diferencias en los niveles de
estas hormonas entre los sexos, por lo que esta técnica requiere de mayor validacién. Métodos
invasivos: estan disponibles tres procedimientos basados en observaciones morfoldgicas
(Wibbels, 2003).



G. Conservacion de tortugas en Guatemala

En 1971, el Instituto Nacional Forestal -INAFOR- (que actualmente es el Instituto
Nacional de Bosques- INAB-), estableci el primer tortugario en la aldea Hawaii, comunidad
pesquera ubicada a 8 kilometros al este de Monterrico, el cual senté un precedente para el
establecimiento de nuevos tortugarios a lo largo del litoral de la costa del Pacifico. La historia
de la conservacion de tortugas marinas en Guatemala se basa en un alto porcentaje en el uso
de tortugarios (viveros o corrales) en donde, donaciones o cuotas de conservacion voluntarias
de huevos, son incubados y luego los neonatos son liberados en las playas con rumbo al mar
(ARCAS, 2015).

La Asociacion de Rescate y Conservacion de la Vida Silvestre (ARCAS) administra el
HPA desde su base en el Parque Hawaii, que también alberga el tortugario Hawaii, el mas
antiguo, e histoéricamente uno de los criaderos de tortugas marinas mas productivos de la
costa del Pacifico de Guatemala. Desde 1993, ARCAS ha operado tortugarios en Hawaii y
en el pueblo de El Rosario, a 6 km al este, recogiendo e incubando entre 40.000 y 60.000
huevos de tortuga al afio (Judrez y Muccio, 1997; Brittain et al., 2007). Junto con estos
esfuerzos, ARCAS ha llevado a cabo estudios estandarizados de nesting track surveys a lo
largo de un transecto de 7,5 km para monitorear la abundancia de hembras de tortuga parlama
que anidan anualmente desde 2003.

El documento base que rige las actividades de conservacion de tortuga marina en
Guatemala es la Estrategia Nacional de Manejo y Conservacion de Tortugas Marinas
(ENTM) elaborado en el afio 2002 por el Consejo Nacional de Areas Protegidas - CONAP-
durante el 2018 se planted una estrategia de conservacion mediante la resolucién 03-17-2017:
normativo para el manejo y conservacion de tortugas marinas. EI mismo normativo tiene
como objetivo regular el uso, manejo y conservacion de tortugas marinas y promover los
mecanismos necesarios de caracter institucional para promover playas naturales de anidacion
de tortugas marinas (CONAP, 2018). Los tortugarios guatemaltecos son fundamentalmente
comunitarios, pues la mayoria de los huevos incubados son producto de donaciones o cuotas
de conservacion voluntarias por parte de residentes locales (ARCAS, 2015).



I1l.  JUSTIFICACION

El sexo de las tortugas marinas jovenes es dificil de determinar porque, como en
muchos otros reptiles con determinacion del sexo dependientes del ambiente, carecen de
cromosomas sexuales heteromorficos (Bull, 1980; Wibbels et al., 2000) y no son
externamente dimorfica hasta cerca de la pubertad. EI sexo esta determinado por el ambiente
de incubacidn (principalmente temperatura) durante el tercio medio de la incubacién (Miller,
1997; Valenzuela, 2004; Wibbels, 2003; Yntema y Mrosovsky, 1980). El incremento de
temperaturas debido al cambio climético podria afectar negativamente a los nidos de tortugas
marinas al alterar la proporcion de sexos y disminuir la produccion reproductiva (Hill et al.,
2015).

El sexo y la proporcién de sexos de las nidadas e incluso de los lugares de anidacion
amenudo se estiman indirectamente a partir de las temperaturas de los nidos, las temperaturas
de la playa (Godfrey y Mrosovsky, 1999; Godley et al., 2001a), y/o la duracion de la
incubacidn de los nidos (Godley et al, 2001b; Marcovaldi et al., 1997) y las precipitaciones
(Godfrey et al., 1996), méas que por el examen directo de las génadas de las crias. En todas
las especies de tortugas marinas no hay una caracteristica morfologia externa que pueda ser
usada para determinar el sexo de organismos en estado de cria, y solo es posible a través de
una diseccién y la observacion directa de las gonadas (IUCN, 2012). Esto se realiza por
medio de un método histologico, el cual permite determinar el sexo en tortugas marinas
neonatas muertas.

Realizar este estudio en el tortugario EIl Banco, genera datos muy importantes para el
cumplimiento de objetivos a nivel local y poder proveer informacion béasica para ofrecer
procedimientos para la toma de datos cientificos y mecanismos para involucrar a
comunidades locales en el manejo del recurso de la tortuga marina, impulsar procesos de
conservacion involucrando a la sociedad civil en base a la informacion cientifica disponible
y apoyar actividades comunitarias relacionadas a tortugarios, especialmente de educacion
ambiental, ecoturismo y proyectos comunitarios. No solo se generan datos sino también se
pueden implementar practicas de manejo adaptativo que puedan minimizar los efectos de la
temperatura en nidos artificiales y la optimizacion del manejo de tortugarios de toda el area.



IV. OBJETIVOS

A. Objetivo general:
e Determinar el sexo de individuos de tortuga parlama (L. olivacea) provenientes
del tortugario El Banco, Santa Rosa, Guatemala en estado de cria a través de la

observacion histoldgica de las gonadas.

B. Objetivos especificos:
e Implementar la técnica histologica desarrollada por Wyneken, J et al. (2007),
para la determinacion del sexo de tortugas parlama provenientes del tortugario
El Banco, Santa Rosa, Guatemala.
e Determinar la proporcién de sexos en neonatos de L. olivacea mediante el
analisis histologico de las gonadas de tortugas marinas provenientes del
tortugario El Banco, Santa Rosa, Guatemala.



V. METODOLOGIA

A. Area de estudio

Ubicada en la comunidad de El Banco, en la costa del Pacifico de Guatemala, la estacion
“El Banco” es una estacion biologica comunitaria. Establecido por la Asociacion Fundaselva
de Guatemala e indigo Expeditions en 2017 con la mision de monitorear las poblaciones de
tortugas marinas en peligro de extincion. El tortugario El Banco, se encuentra ubicado en la
Comunidad EIl Banco, de Taxisco, Santa Rosa. Dicho tortugario se mantiene gracias a
donaciones de los vecinos de la region. El recinto utilizado posee un tamafio de 73.81 metros
cuadrados, se encuentra ubicado a 33m de la linea de marea baja. El tortugario no posee,
hasta el momento, ningun instrumento de planificacién, manual o guia de manejo de tortugas
marinas.

Figura 3. Tortugario El Banco, Guatemala.
Foto por: Daniel Ariano
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Ubicacion geografica de la tesis:
Determinacion de sexo por medio de histologia
gonadal en neonatos de tortugas parlama
(Lepidochelys olivacea) en nidos artificiales
del tortugario El Banco, Santa Rosa, Guatemala.
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Figura 4. Ubicacion geografica del Tortugario El Banco, Santa Rosa, Guatemala.

B. Toma de muestras

1. Muestreo

Se colectaron 60 neonatos del 25 de agosto al 2 de noviembre de 2021 de L. olivacea,
que murieron después de emerger, etapa en la cual ya tienen un nivel de desarrollo gonadal
para identificar el sexo. Esto se debe a que el sexo se determina en la segunda tercera parte
del desarrollo embrionario, y no existen diferencias morfologicas externas evidentes entre
sexos en neonatos (Marchant, 1999). Los especimenes fueron conservados en etanol al 70%
para su traslado al laboratorio, donde se realizé la determinacién del sexo.

2. Procesamiento histoldgico

a. Obtencion del tejido

Se siguio la metodologia de Wyneken, J et al. (2007). Se realizaron modificaciones
segun el equipo y materiales que se tenian disponibles. La diseccion para L. olivacea se
realizd con bisturis calibre 21. Ademas, se utilizaron pinzas de diseccion para sostener y
cortar partes del tejido que no fueran necesarias. En el laboratorio se tomaron muestras de
las gonadas completas, la gonada era facilmente identificable a simple vista y esta variaba de
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tamafo conforme a los individuos. No se realizaron inoculaciones ni lavados. Las gonadas
emparejadas se encuentran dentro de la cavidad celémica, caudales a los pulmones y
normalmente estan adheridas al peritoneo que recubre a los rifiones. La técnica que se
propone no es adecuada si los cadaveres estdn muy dafiados, como aquellos en los que el
cuerpo esta lo suficientemente descompuesto o en los que las visceras estan lo
suficientemente dafiadas como para que el cuerpo colapse.

Figura 5. Localizacion de gonadas de L. olivacea

b. Fijacion

Se utiliz6 un solo fijador para los tejidos a analizar, la solucion fijadora FAA
(formaldehido, etanol, acético). EI formol y sus derivados son de los més utilizados en
procesos de conservacion de tejidos, en especial cuando luego se quiere hacer estudios
histoldgicos con los mismos. Por otro lado, el etanol se utiliza para conservar glucégeno pero
puede causar retraccion en los tejidos. Junto con estos dos componentes se utiliza también el
acido acético, que es ideal para la fijacion de nucleoproteinas y acidos nucleicos. Este fijador
es compatible con todas las tinciones histoquimicas (Gorodner, 2013; Megias, Molist y
Pombal, 2019).

Los fragmentos de los tejidos preparados fueron fijados con el fijador mencionado
anteriormente. Se realiz0 una extraccion completa de las gonada, que fueron sumergidas en
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la solucion fijadora, contenida en frascos de vidrio; los cuales fueron colocados al vacio
durante 2 horas y posteriormente almacenados en refrigeracion a 4 grados centigrados, por
un periodo de 24 horas para su posterior deshidratacion. Al finalizar dicho periodo fue
realizado un recambio de solucion fijadora.

c. Infiltracion

Para la deshidratacion e infiltracion se trasladé el tejido del frasco a un casete para tejido
(64 ranuras por cara, 16x4), el cual estaba en un recipiente con etanol al 70% para cubrir la
muestra. Luego se cerraron los casetes y se trasladaron a una canasta metalica dentro de un
beaker (1L) con 700 ml de etanol al 70%. Después se traslado el beaker a un procesador
automatico de tejidos (Autotechnicon serie 1158) para iniciar el ciclo. Cada ciclo de
deshidratacion consiste en la deshidratacion del tejido en alcoholes, normalmente etanol, de
gradacion creciente hasta alcohol de 100°. Como se puede observar en el Cuadro 1, se utiliz6
etanol al 70%, 80%, 85%, 95% y 100%, ademas se utiliz6 tolueno y parafina caliente al
finalizar el ciclo. La deshidratacion debe ser completa porque de no ser asi afectard a la
infiltracion posterior de la parafina. Se colocaron un total de 7 casetes por ciclo de
deshidratacién, por lo que se realizaron nueve ciclos para poder deshidratar las 60 muestras.

Cuadro 1. Secuencia de tiempos y soluciones en que estaran los casetes en el procesador
automatico de tejidos.

Solucién/Medio Tiempo en el que
estuvo en el casette

Etanol al 70% 1 hora
Etanol al 70% 1 hora
Etanol al 80% 1 hora
Etanol al 80% 1 hora
Etanol al 85% 1 hora
Etanol al 85% 1 hora
Etanol al 95% 1 hora
Etanol al 95% 1 hora
Etanol al 100% 1 hora
Tolueno 1 hora
Parafina 2 horas
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La funcion de este proceso es debido a que la parafina es hidrofébica por lo que el
agua del tejido debe ser removida previamente a ser infiltrada con un cambio de
concentracion de etanoles, ya que no se puede colocar directamente al 100% porque causaria
que el tejido se deshidrate muy rapido, deformando el tejido. Se utilizé tolueno como
sustancia aclarante ya que es rapido, permite conservar mejor la muestra y es de penetracion
mas lenta que otros agentes como el xilol (Verdin, et al, 2013).

La metodologia de infiltracion consistid en transferir los casetes de tejido a depositos de
parafina fundida. El tejido infiltrado se retird del casete y se metié dentro de un molde
plastico del mismo tamafio. EI molde se llen6 con parafina fundida, la parte principal del
casete etiquetado se colocO encima y este también se llen6 con parafina. Algunos
procedimientos requieren de la parafina a cierta temperatura, en este caso se utiliz6 a 60 ° C
para que pudiera infiltrarse en el tejido y luego se dejo enfriar a 20 ° C, donde se solidificd
hasta que tuviera una consistencia que permitiera que las secciones se pudieran cortar de
manera uniforme.

d. Cortes histoldgicos

Se utiliz6 un micrétomo para parafina con mecanismo de rotacion (American Optical
820). Se realiz6 un corte inicial con 10 um para poder remover las primeras capas donde solo
hay parafina, luego con 5 um para realizar cortes mas finos de los tejidos y poder ser
colocados en el portaobjetos. Los mejores cortes fueron trasladados a un bafio Maria (BioGen
Tissue Float Bath, 2.3L) a 35°C en una solucién de agua y gelatina sin sabor para que la
parafina se estirara y pudiera adherirse al portaobjetos. Se utilizaron dos portaobjetos por
muestra, en cada portaobjeto se colocaron de 2 a 3 cortes. Luego estos se dejaron secar a
temperatura ambiente durante 10 minutos y se terminaron de secar en un horno (Boekel
Scientific Slide Moat, 240000, (115V/230V)) a 60°C durante media hora.

e. Tincion

Se utiliz6 una sola tinciéon: Hematoxilina-eosina. La tincion histoquimica hematoxilina-
eosina es la méas empleada en histologia, tiene como fundamento la afinidad acido-base. La
hematoxilina es un colorante basico que colorea las estructuras acidas de un color parpura;
la eosina tifie las estructuras basicas de una tonalidad rosada ya que es un colorante acido.
Sirve para estudiar la estructura general de los tejidos, se puede observar el ndcleo, los
ribosomas y el reticulo endoplasmatico tefiido de azul purpuray las proteinas del citoplasma
con una tonalidad rosada (Garcia, 2006).

1) Observacion microscopica

La determinacion de sexo de los neonatos de L. olivacea se realizd mediante el analisis
de los cortes histologicos siguiendo la verificacion histologica de Wyneken, J et al. (2007).
Se revisaron en un microscopio éptico vertical Olympus CX23 con aumento 10x y 40x las
laminillas obtenidas y se fotografiaron las caracteristicas de hembras y machos de acuerdo
con el criterio de Wyneken, J et al. (2007).
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2) Variables morfométricas

Las variables morfométricas siguientes fueron proporcionadas por Jennifer Carbonell y
Victor Gudiel: longitud del caparazon curvado (CLC), ancho de caparazon recto (CWS),
ancho de caparazon curvado (CWC), longitud de la cabeza (HELEN), longitud de la aleta
delantera izquierda recta (FLFL), longitud del plastron recto (PLS), peso himedo
(WEIGHT), punto B a C en el caparazon (BC) y punto D a F en el plastréon (PDF) (Figura 6)
(Michel-Morfin et al., 2001). Todas las medidas morfométricas se tomaron en centimetros y
milimetros y el peso en gramos.

HEIGHT | HEHEI

R

Figura 6. Variables morfométricas registradas en neonatos de L. olivacea
(Michel-Morfin et al., 2001).

15



VI. RESULTADOS

A. Ontologia gonadal de Lepidochelys olivacea

Segun el andlisis y verificacion histologica de Wyneken, J et al. (2007) se determind
que 56 de los 60 neonatos evaluados del tortugario ElI Banco durante el 2021 fueron hembras
y 4 fueron machos (ver anexos fig. 9-68). Los machos se caracterizan en los cortes
histoldgicos si la corteza estaba poco desarrollada (normalmente una capa celular de grosor)
sobre una fina membrana fibrosa y cuando la médula estaba formada por tubulos seminiferos
(Fig. 7). Por otro lado, las hembras se identificaron por tener una médula desorganizaday la
presencia de una corteza bien desarrollada formada por dos a cinco capas de células basofilas
(Fig. 7). En la mayoria de los casos era complicado observar ovocitos en desarrollo que
presentaran multiples nucleolos méas oscuros (Wyneken et al., 2007). El en caso de los
cadaveres que estaban lo suficientemente descompuestos, los cortes histoldgicos no salieron
totalmente completos y podia observarse solamente porciones de la corteza desarrollada y
partes de la médula.

Figura 7. A) Ovario de L. olivacea tenido con Hematoxilina-Eosina. Se puede observar la
corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (A) y una
médula desorganizada (c). B) Testiculo de L. olivacea tefiido con Hematoxilina-Eosina. Se
puede observar la corteza poco desarrollada (A) y una médula organizada (c).



B. MORFOMETRIAS DE NEONATOS DE L. OLIVACEA

Cuadro 2. Caracteres morfométricos de neonatos de L. olivacea en nidos artificiales del

tortugario El Banco, Santa Rosa, Guatemala, tomados durante los meses de agosto y

octubre 2021 con los valores siguientes: longitud del caparazén curvado (CLC), ancho de

caparazoén recto (CWS), ancho de caparazon curvado (CWC), longitud de la cabeza

(HELEN), longitud de la aleta delantera izquierda recta (FLFL), longitud del plastron recto
(PLS), peso humedo (WEIGHT), punto B a C en el caparazén (BC) y punto D a F en el
plastrén (PDF). Datos proporcionados por Victor Gudiel.

No. Fecha CLC(cm) CWS(cm) CWC(cm) HELEN (cm) FLFL(cm) PLS(cm) BC(cm) PDF(cm) PESO(g)
1 25/08/2021 4.3 33 3.5 1.7 4 3.35 3.1 1.45 18
2 25/08/2021  4.33 3.18 4.38 1.73 3.65 3.2 2.65 1.42 16
3 25/08/2021  4.46 3.49 4.52 1.57 3.68 3.19 2.95 1.59 20
4 25/08/2021  3.98 3.17 3.99 1.75 3.52 3.06 2.46 1.34 11
5 25/08/2021 4.4 3.35 4.59 1.83 3.69 3.35 3.01 1.47 16
6 25/08/2021  4.38 3.32 4.18 1.79 3.69 33 2.9 14 13
7 25/08/2021  4.32 3.37 4.34 1.78 3.6 3.39 2.93 1.36 14
8 25/08/2021  4.29 3.34 4.37 1.81 3.56 3.42 2.98 1.39 13
9 25/08/2021 4.02 3.25 4.44 1.92 3.59 3.26 2.53 1.41 15
10 10/10/2021  4.28 3.17 4.36 1.6 3.53 2.97 2.76 1.25 17
11 10/10/2021  4.98 2.98 4.31 1.69 3.41 2.79 2.34 1.36 15
12 10/10/2021 4.3 2.86 4.13 1.75 3.56 3.12 2.64 1.44 16
13 10/10/2021  4.41 3.31 4.25 1.49 3.46 3.03 2.78 1.48 17
14 10/10/2021  4.17 3.16 4.23 1.74 3.69 2.83 2.56 1.39 17
15 10/10/2021 4.47 2.86 3.98 1.68 3.44 3.01 2.61 1.31 15
16 10/10/2021  4.29 2.8 4.13 1.56 3.31 3.17 2.61 1.37 15
17 10/10/2021  4.35 2.73 4.2 1.68 3.43 3.2 2.77 1.41 16
18 10/10/2021 4.52 3 4.26 1.67 3.37 3.14 2.81 1.64 17
19 10/10/2021  4.72 3.37 4.21 1.75 3.23 3.12 3.02 1.54 15
20 10/10/2021  4.54 3.24 4.28 1.89 3.63 2.98 2.53 1.49 15

En el Cuadro 2 se puede observar que los caracteres morfométricos de los neonatos de L.
olivacea en nidos artificiales del tortugario EI Banco, Santa Rosa, Guatemala, tomados
durante los meses de agosto y octubre de 2021 tienen un rango similar para cada uno de los
caracteres, lo que no puede tomarse como indicador especifico de la existencia de cualquiera
de los dos sexos en esta nidada en especifico.
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Cuadro 3. Caracteres morfométricos de neonatos de L. olivacea en nidos artificiales del
tortugario El Banco, Santa Rosa, Guatemala, tomados durante los meses de octubre y
noviembre 2021 con los valores siguientes: ancho de caparazon recto (CWS), longitud de la
cabeza (HELEN), longitud de la aleta delantera izquierda recta (FLFL), longitud del
plastron recto (PLS), peso himedo (WEIGHT), punto B a C en el caparazon (BC) y punto
D aF en el plastron (PDF). Datos proporcionados por Jennifer Carbonell

P
o

Fecha Nido CWS (mm) PLS (mm) WS (mm) HELEN (mm) FLFL (mm) FRFL (mm) BC (mm) BD (mm) CE(mm) PDF (mm) WEIGHT(g)
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2/11/2021 1809 44 413 339 20 42 41 30 29 14 15 18
2/11/2021 1809 44 404 302 20 42 38 30 29 15 13 17
2/11/2021 1809 44 379 321 19 42 40 30 30 14 13 18
2/11/2021 1809 45 435 326 21 39 43 30 29 16 17 18
1/11/2021 1810 50 387 260 17 32 33 NA NA NA NA 18
1/11/2021 1810 46 390 274 21 39 37 26 24 16 16 20
2/11/2021 1811 46 443 350 20 43 39 28 27 14 14 20
2/11/2021 1811 46 418 334 19 42 41 30 29 14 13 19
1/11/2021 1813 42 425 317 20 39 36 20 20 14 15 17
1/11/2021 1813 45 427 310 20 35 39 24 23 14 14 18
1/11/2021 1813 43 416 270 18 47 45 25 24 14 12 16
1/11/2021 1813 47 320 232 22 42 39 NA NA NA NA 18
30/10/2021 1814 50 409 306 21 40 40 33 35 15 15 25
30/10/2021 1814 48 306 394 21 40 37 30 27 15 14 23
30/10/2021 1814 48 412 310 20 40 39 30 28 14 16 20
30/10/2021 1814 47 412 312 22 38 36 25 22 13 14 22
30/10/2021 1814 45 389 302 22 39 35 30 25 14 8 21
2/11/2021 1814 45 405 287 19 42 40 28 25 13 14 19
2/11/2021 1814 44 409 295 19 41 39 25 26 14 13 17
2/11/2021 1814 46 424 318 21 41 41 29 29 14 14 19
30/10/2021 1815 45 437 318 21 36 35 30 29 16 17 20
30/10/2021 1815 44 460 333 20 36 40 28 29 15 16 22
30/10/2021 1815 43 416 326 21 40 34 28 29 15 16 19
30/10/2021 1815 48 426 332 20 40 40 26 29 16 15 22
30/10/2021 1815 41 438 353 21 40 39 29 28 18 16 20
30/10/2021 1815 44 386 311 20 38 31 30 26 15 15 17
30/10/2021 1815 45 409 217 20 39 37 30 29 14 15 21
30/10/2021 1815 44 390 302 22 36 38 29 29 13 13 20
30/10/2021 1815 47 430 331 22 39 36 29 30 15 16 19
30/10/2021 1815 48 351 304 22 38 39 19 21 10 11 20
30/10/2021 1815 45 424 322 22 39 36 28 30 15 16 21
30/10/2021 1815 45 375 295 21 47 47 26 26 14 14 18
30/10/2021 1815 46 405 329 22 37 30 29 25 15 15 19
31/10/2021 1818 44 402 289 20 41 41 25 27 15 15 18
31/10/2021 1818 45 418 302 21 39 41 27 27 15 17 22
31/10/2021 1818 45 413 310 20 40 37 24 25 14 16 17
31/10/2021 1818 46 388 327 20 42 37 27 27 15 20 18
31/10/2021 1818 45 400 309 20 41 37 25 26 20 17 18
31/10/2021 1818 42 409 310 21 40 34 28 29 15 16 20
31/10/2021 1818 45 444 331 20 37 36 27 27 17 20 17

En el Cuadro 3 se puede observar que los caracteres morfométricos de los neonatos de L.
olivacea en nidos artificiales del tortugario EI Banco, Santa Rosa, Guatemala, tomados
durante los meses de octubre y noviembre de 2021 siguen teniendo rangos similares entre
cada caracter y no existieron cambios significativos con respecto al tamafio con el paso de
los meses.
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C. VARIABLES CLIMATICAS

Cuadro 4. Promedio de la temperatura en centigrados correspondientes al tercer trimestre
termosensible de neonatos de L. olivacea evaluados en el tortugario El Banco, durante los
meses de octubre y noviembre 2021.

Media Temperatura (C°) del periodo Cantidad Cantidad

Nido # termoser:ilfulf);gilgj)lz-w de Machos Hembras
1809 31.1 0 4
1810 31 0 2
1811 30.9 0 2
1813 31 0 4
1814 31 2 6
1815 31.4 1 12
1818 30.9 1 6

Los dattaloggers median la temperatura del nido cada hora durante 45 dias. Las
temperaturas se separaron en tres periodos y se realizé un promedio de las temperaturas que
corresponden al final del primer tercio y al comienzo del segundo tercio. Se utilizo este
periodo porque es el periodo de incubacion en el que se define el sexo de los neonatos. Se
puede observar que la temperatura de los nidos tiene un rango de 30.9 a 31.4 C para los meses
de octubre y noviembre de 2021. Por otro lado, se puede observar que el nido que obtuvo la
mayor cantidad de hembras corresponde al nido en donde la media de temperatura fue la méas
alta (31.4 C). Los nidos que obtuvieron la media de temperatura mas baja (1818 y 1811)
contaron con solo un macho en la nidada.
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VII. DISCUSION

Los tejidos de las gonadas difirieron en apariencia para L. olivacea. De hecho, muchas
variables como la deshidratacion del espécimen, la descomposicion y la presencia de
contaminacion microbiana en el tejido muerto pueden influir en la morfologia de la superficie
y el color de la génada. Segun estudios realizados anteriormente, Ceriani y Wyneken
mencionan que es posible que el sistema reproductivo relativamente subdesarrollado de los
neonatos sea una expresion de una estrategia de crecimiento y que a causa de esto las tortugas
marinas de caparazon duro crezcan mas lento. Muchos estudios informan de que
Dermochelys coriacea, una especie con un caparazén 6seo muy reducido tiene la mayor tasa
de crecimiento entre las tortugas marinas (Rhodin, 1985; Bels et al., 1988; Zug y Parham,
1996). Por lo tanto, el desarrollo gonadal retrasado puede reflejar una estrategia de asignacion
de recursos utilizada por los quelonios (Ceriani y Wyneken, 2008). En las tortugas marinas,
las tasas de mortalidad son inversamente proporcionales al tamarfio de los juveniles (Musick
y Limpus, 1997). La asignacion de energia al crecimiento somético lento y a las génadas
podria disminuir las posibilidades de supervivencia durante las primeras etapas de la vida de
L. olivacea. En estudios anteriores se observo que el color y la granularidad de las gbnadas
eran ambiguos (Van der Heiden et al., 1985 Whitmore et al., 1985; Wyneken et al., 2007);
En este estudio se encontr6 que también eran inconsistentes. Segun Wyneken et al. 2007
informan que la forma de fijacion de las gonadas al mesenterio es una caracteristica
especifica del sexo para algunas especies, pero para este estudio no fue un diagndstico para
el sexado de los neonatos.

Las temperaturas dentro de los nidos de tortuga estan influenciadas no solo por el
clima global, sino por multiples factores ambientales a escalas micro geograficas y micro
temporales, de manera que las temperaturas experimentadas por los embriones en desarrollo,
incluso durante el periodo termo sensible para la determinacion del sexo (Valenzuela, 2008;
Mitchell et al., 2013 y Gémez-Saldarriaga et al., 2016), se ven afectadas por las elecciones
de las hembras en cuanto al lugar del nido. En algunos estudios controlados se ha establecido
que la temperatura pivotal de L. olivacea en Costa Rica oscila entre 30 a 31°C (Wibbels,
Rostal y Byles, 1998) y en Brasil se determino que era de 30.7 °C (Castheloge et al., 2018).
En este estudio las temperaturas de incubacion estuvieron dentro del rango o por encima de
la temperatura pivotal (Cuadro 4). Este resultado podria sugerir que la temperatura pivotal
de L. olivacea en Guatemala es menor a la establecida en Costa Rica y Brasil, por lo que es
importante evaluar e implementar nuevas estrategias para disminuir la temperatura de
incubacion en los nidos artificiales del tortugario (Gonzélez, 2020).
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La temperatura del aire del ambiente es un factor crucial para la temperatura de los
nidos, ya que calienta o enfria el suelo, afectando asi a la supervivenciay al desarrollo sexual
durante el periodo termo sensible de los taxones TSD (Janzen, 1994b; Bowen et al., 2005;
Warner y Shine, 2011), y puede ser un factor prevalente para los nidos situados en zonas sin
vegetacion en muchas especies como lo es en Guatemala. Segun los datos morfométricos y
de temperaturas (Cuadros 2, 3 y 4) que se obtuvieron en este estudio, se observa que a
temperaturas ambientales mas calidas los neonatos de L. olivacea fueron mas pequefios en
longitud de caparazon curvado (CWC), lo que coincide entonces con la literatura. El aire y
el agua mas calidos también pueden influir en la disponibilidad de alimentos para las hembras
reproductoras y, en consecuencia, alterar la asignacion de recursos a los huevos en las
tortugas con determinacién de sexo dependiente de temperatura (Hedrick et al., 2021). La
precipitacion es otro factor que interactla con la temperatura de incubacién de tortugas
marinas ya que contribuye a reducir la temperatura de los nidos y aumentar la produccion de
neonatos machos (Houghton et al., 2007). La profundidad de los nidos es otro factor
importante que altera la temperatura de estos, cabe resaltar que para este estudio no se toméd
en cuenta ni se midio la profundidad de los nidos. Los nidos mas profundos son mas frios
que los nidos menos profundos y se ven menos afectados por las fluctuaciones extremas de
temperatura perjudiciales para la viabilidad de las crias (Valenzuela, 2001a; Marco et al.,
2018).

Los seres humanos han alterado y destruido los habitats naturales, lo que ha
provocado una drastica disminucion del terreno disponible para la anidacion (Mainwaring et
al., 2017) y ha obligado a algunas especies de tortugas a tolerar la presencia humana en su
habitat de anidacion, como lo es el caso de las tortugas parlama en Guatemala. La alteracion
del habitat incluye el desarrollo urbano, que aumenta la radiacion solar absorbida y, por tanto,
eleva la temperatura de los paisajes urbanos (Yang et al., 2016).

Las tortugas desempefian papeles esenciales en el ecosistema, ocupando muchos
nichos diferentes y Unicos en todo el mundo. A medida que estas especies se dirigen hacia la
extincién, sus comunidades se veran afectadas negativamente (Lovich et al., 2018). Las
tortugas con determinacidn de sexo dependiente de temperatura tienen pocas opciones para
sobrevivir a una proporcion de sexos muy sesgada y a una menor viabilidad de las crias en
un mundo que se calienta. La larga vida general de las tortugas ofrece cierta amortiguacion
para estas proporciones de sexo sesgadas (Sabath et al., 2016) y existe cierta heredabilidad
para la adaptacion a través de la temperatura umbral para el desarrollo sexual de los
embriones con determinacion de sexo por temperatura, la tasa de calentamiento
probablemente excede el potencial evolutivo de muchos taxones de tortugas (Morjan, 2003).
El aumento de la temperatura de la arena y los cambios en los patrones de precipitacién hacen
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necesario el desarrollo de estrategias e investigacion que permitan la adaptacion y
optimizacion del manejo en tortugarios ante los efectos del cambio climético en el futuro
(Micheli-Campbell et al., 2011). Por lo tanto, algunas estrategias planteadas en otros estudios
que podrian ser implementadas en Guatemala para la adaptacion ante los efectos del cambio
climético son: la irrigacion de nidos y la proporcion de sombra como posibles herramientas
para disminuir la temperatura de incubacion de los nidos artificiales de tortugas marinas (Hill
et al., 2015) y por otro lado sembrar los nidos a mayor profundidad para que la temperatura
sea menor y los neonatos se vean menos afectados por las fluctuaciones de temperatura.

El objetivo de este estudio era encontrar un metodo fiable para identificar el sexo de
las tortugas marinas neonatas muertas y conservadas, que suelen recogerse cuando se
excavan los nidos tras la eclosion. Las caracteristicas de las gonadas investigadas en estudios
anteriores como el color y la granularidad no eran fiables para diferenciar a los machos de
las hembras en la especie con la que se estaba trabajando. En el presente estudio el tamafio
de la muestra fue baja debido a la cantidad total de neonatos eclosionados en la nidada, es
posible que este tamafio de muestra tenga una influencia en los resultados. EI método
requiere instrumentacion costosa y un protocolo largo. Este procedimiento, aunque requiere
la fijacion del espécimen, puede ser util para identificar el sexo de las crias muertas en las
colecciones de museos, asi como de las que se recogen en las nidadas (un componente comin
de la gestion y el seguimiento de los nidos de tortugas marinas). Algunas mejoras que pueden
implementarse es tomar solamente a los neonatos que estén en buenas condiciones y
asegurarse de que no estén en descomposicion, ya que el tomar las muestras de las gonadas
puede ser mas complicado y puede existir la posibilidad de que las gonadas no estén en
buenas condiciones para ser analizadas. Ademas, este estudio conduce a una mejor
comprension de la ontogenia temprana de los sistemas reproductivos de las tortugas marinas
jévenes, y sugiere criterios que pueden funcionar para el analisis de otras especies (Ceriani y
Wyneken, 2008). Asimismo, es necesario realizar mas estudios en los tortugarios de
Guatemala para poder tomar acciones que permitan tener un equilibrio de sexos en las
nidadas futuras.
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VIIl. CONCLUSIONES

El método de Wyneken, J et al. (2007) fue efectivo en la determinacién histologica
de sexo en neonatos de tortuga parlama (Lepidochelys olivacea).

El 93% de los neonatos de L. olivacea evaluados del tortugario EI Banco durante el
2021 fueron hembras de acuerdo con el andlisis histoldgico de sus gonadas (n = 60).

El 7% de los neonatos de L. olivacea evaluados del tortugario El Banco durante el
2021 fueron machos de acuerdo con el analisis histoldgico de sus génadas (n = 60).
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IX.  RECOMENDACIONES

Realizar estudios sobre cdmo influye o puede afectar el agua, la temperatura del aire
y del suelo, a las condiciones que experimentan los embriones en desarrollo en los nidos de
los tortugarios de Guatemala.

Contar con registros de temperatura de incubacién de nidos en playas naturales como
en camas de arena artificial, con el objetivo de conocer el radio de sexos de la poblacién, y
asi conocer la relacion ecoldgica entre machos y hembras, para esta especie, y asi mejorar
el manejo del proyecto en la zona.

Realizar un examinado de los niveles de estrogeno y testosterona en la sangre o el
fluido corioalantonico y amni6tico por medio de radioinmunoanalisis para neonatos de L.
olivacea en Guatemala.

Actualmente en el Tortugario El Banco los nidos se siembran a una profundidad de
30 cm, se podria considerar sembrar los nidos a mayor profundidad (50 cm).

Contar con manuales de manejo que incluyan mejoras o cambios con respecto a la
temperatura de los nidos, irrigacion y profundidad de siembra de estos mismos.

No se recomienda realizar el analisis histologico si el espécimen tiene muy avanzado

el proceso de descomposicion, ya que esto puede llegar a afectar la morfologia de las
gobnadas.
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XI.  ANEXOS

Figura 8. Ovario de individuo #2 del nido 1810 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede
observar la corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C)
y una médula desorganizada (M).
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Figura 9. Ovario de individuo #3 del nido 1810 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede
observar la corteza formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C) y una médula
desorganizada (M).
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Figura 10. Ovario de individuo #4 del nido 1811 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede
observar la corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C)
y una médula desorganizada (M).
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Figura 11. Ovario de individuo #5 del nido 1811 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede
observar la corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C)
y una médula desorganizada (M).
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Figura 12. Ovario de individuo #2 del nido 1813 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede
observar la corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C)
y una médula desorganizada (M).
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Figura 13. Ovario de individuo #4 del nido 1813 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede
observar la corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C)
y una médula desorganizada (M).
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Figura 14. Ovario de individuo #1 del nido 1813 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede
observar la corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C)
y una médula desorganizada (M).
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Figura 15. Ovario de individuo #3 del nido 1813 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede

observar la corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C)
y una médula desorganizada (M).
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Figura 16. Ovario de individuo #1 del nido 1814 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede
observar la corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C)
y una médula desorganizada (M).
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Figura 17. Ovario de individuo #3 del nido 1814 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede
observar la corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C)
y una médula desorganizada (M). 40X
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puede observar la corteza poco desarrollada (C) y una médula organizada (M). 40X
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Figura 19. Testiculo de individuo #20 del nido 1814 de L. olivacea tefiido con H/E. Se
puede observar la corteza poco desarrollada (C) y una médula organizada (M). 40X
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Figura 20. Ovario de individuo #1 del nido 1814 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede

observar la corteza bien desarrollada formada por tres

cuatro capas de células basofilas (C)

y una médula desorganizada (M). 40X
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Figura 21. Ovario de individuo #2 del nido 1814 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede

observar la corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C)
y una médula desorganizada (M). 40X
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Figura 22. Ovario de individuo #3 del nido 1814 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede
observar la corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C)
y una médula desorganizada (M). 40X
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Figura 23. Ovario de individuo #5 del nido 1814 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede
observar la corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C)
y una médula desorganizada (M). 40X
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Figura 24. Ovario de individuo #6 del nido 1809 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede
observar la corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C)
y una médula desorganizada (M). 40X
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Figura 25. Ovario de individuo #14 del nido 1815 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede
observar la corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C)
y una médula desorganizada (M). 40X
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Figura 26. Ovario de individuo #15 del nido 1815 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede

observar la corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C)

y una médula desorganizada (M). 40X
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Figura 27. Ovario de individuo #20 del nido 1815 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede
observar la corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C)
y una médula desorganizada (M). 10X
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Figura 28. Testiculo de individuo #1 del nido 1815 de L. olivacea tefiido con H/E. Se
puede observar la corteza poco desarrollada (C) y una médula organizada (M). 40X
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Figura 29. Ovario de individuo #5 del nido 1815 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede
observar la corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C)
y una médula desorganizada (M). 40X
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Figura 30. Ovario de individuo #7 del nido 1815 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede
observar la corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C)
y una médula desorganizada (M). 40X
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Figura 31. Ovario de individuo #8 del nido 1815 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede
observar la corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C)
y una médula desorganizada (M). 40X
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Figura 32. Ovario de individuo #9 del nido 1815 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede
observar la corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C)
y una médula desorganizada (M). 40X
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Figura 33. Ovario de individuo #11 del nido 1815 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede
observar la corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C)
y una médula desorganizada (M). 40X
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Figura 34. Ovario de individuo #13 del nido 1815 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede
observar la corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C)
y una médula desorganizada (M). 40X
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Figura 35. Ovario de individuo #16 del nido 1815 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede
observar la corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C)
y una médula desorganizada (M). 40X
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Figura 36. Ovario de individuo #17 del nido 1815 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede
observar la corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C)
y una médula desorganizada (M). 40X
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Figura 37. Ovario de individuo #18 del nido 1818 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede
observar la corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C)
y una médula desorganizada (M). 40X
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Figura 38. Ovario de individuo #21 del nido 1818 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede
observar la corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C)
y una médula desorganizada (M). 40X
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Figura 39. Ovario de individuo #22 del nido 1818 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede
observar la corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basoéfilas (C)
y una médula desorganizada (M). 10X
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Figura 40. Ovario de individuo #25 del nido 1818 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede
observar la corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basoéfilas (C)
y una médula desorganizada (M). 10X
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Figura 41. Ovario de individuo #2 del nido 1818 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede
observar la corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C)
y una médula desorganizada (M). 10X

64



.

Figura 42. Ovario de individuo #3 del nido 1818 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede
observar la corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C)
y una médula desorganizada (M). 40X
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Figura 43. Ovario de individuo #M1 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede observar la
corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C) y una
médula desorganizada (M). 40X
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Figura 44. Ovario de individuo #M2 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede observar la
corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C) y una
médula desorganizada (M). 40X
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Figura 45. Ovario de individuo #M3 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede observar la
corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C) y una
médula desorganizada (M). 10X
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Figura 46. Ovario de individuo #M4 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede observar la
corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C) y una
médula desorganizada (M). 40X
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Figura 47. Ovario de individuo #M5 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede observar la
corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C) y una
médula desorganizada (M). 10X
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Figura 48. Ovario de individuo #M6 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede observar la
corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C) y una
médula desorganizada (M). 40X
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Figura 49. Ovario de individuo #M7 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede observar la
corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células baséfilas (C) y una
médula desorganizada (M). 40X
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Figura 50. Ovario de individuo #M8 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede observar la
corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C) y una
médula desorganizada (M). 40X
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Figura 51. Ovario de individuo #M9 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede observar la
corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C) y una
médula desorganizada (M). 10X
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Figura 52. Ovario de individuo #M10 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede observar la
corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C) y una
médula desorganizada (M). 40X
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Figura 53. Ovario de individuo #M11 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede observar la
corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C) y una
médula desorganizada (M). 10X
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Figura 54. Ovario de individuo #M12 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede observar la
corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C) y una
médula desorganizada (M). 40X
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Figura 55. Ovario de individuo #M13 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede observar la
corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C) y una
médula desorganizada (M). 40X
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Figura 56. Ovario de individuo #M14 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede observar la
corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C) y una
médula desorganizada (M). 10X

79



Figura 57. Ovario de individuo #M15 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede observar la
corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C) y una
médula desorganizada (M). 10X
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Figura 58. Ovario de individuo #M16 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede observar la
corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células baséfilas (C) y una
médula desorganizada (M). 40X
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Figura 59. Ovario de individuo #M17 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede observar la
corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C) y una
médula desorganizada (M). 40X
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Figura 60. Ovario de individuo #M18 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede observar la
corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C) y una
médula desorganizada (M). 40X
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Figura 61. Ovario de individuo #M19 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede observar la
corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C) y una
médula desorganizada (M). 40X
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Figura 62. Ovario de individuo #20 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede observar la
corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C) y una
médula desorganizada (M). 40X
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Figura 63. Ovario de individuo #8 del nido 1809 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede
observar la corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C)

y una médula desorganizada (M). 40X
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Figura 64. Ovario de individuo #14 del nido 1809 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede
observar la corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C)
y una médula desorganizada (M). 40X
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Figura 65. Ovario de individuo #16 del nido 1809 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede
observar la corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C)
y una médula desorganizada (M). 40X
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Figura 66. Testiculo de individuo #18 del nido 1818 de L. olivacea tefiido con H/E. Se
puede observar la corteza poco desarrollada (C) y una médula organizada (M). 40X
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Figura 67. Ovario de individuo #21 del nido 1815 de L. olivacea tefiido con H/E. Se puede
observar la corteza bien desarrollada formada por tres-cuatro capas de células basofilas (C)
y una médula desorganizada (M). 10X
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