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Presentacion

1995 el Grupo Especialista en Tortugas Mari- de tortugas mueren cada afio al ser capturadas
nas (MTSG por sus siglas en inglés) publicé unaaccidentalmente en artes de pesca activas o abandonadas.
strategia Mundial para la Conservacion de Asimismo, muchas areas de anidacién y alimentacion han
Tortugas Marinaskn ella, se definen lineamientos sobre quedado inhabilitadas o presentan un franco deterioro, por
los cuales se deben encauzar los esfuerzos para recupetas derrames de petréleo, acumulacion de desechos qui-
y conservar a poblaciones de tortugas marinas reducidasicos, plasticos no-degradables y otros desechos
drasticamente o en proceso de declinacion, en todo ehntropogénicos; aunado a los desarrollos costeros de alto
ambito de su distribucion global. Como elementosimpactoy, al incremento del turismo y la diversificaciéon de
singulares en la estructura funcional de ecosistemagstas actividades tanto en la zona costera como en la
complejos, las tortugas marinas sostienen una relaciémceanica.
importante con habitats costeros y oceanicos. Por ejemplo, ~ Para reforzar la supervivencia de las tortugas marinas,
contribuyen a la salud y el mantenimiento de los arrecifeses indispensable que en todos los paises localizados en las
coralinos, praderas de pastos marinos, estuarios y playayeas de distribucion de estas especies, el personal que
arenosas. L&strategiarespalda programas integrales realice los trabajos de conservacion en el campo, recurra a
orientados a prevenir la extincién de las especies y promuevineamientos estandarizados y a criterios apropiados. Las
la recuperacién y el sostenimiento de poblacionestécnicas de conservacion y manejo estandarizadas pro-
saludables de tortugas marinas que realizan eficientement@ueven la recopilacion de datos comparables y hacen
sus funciones ecolégicas. posible el compartir los resultados entre los paises y
Las tortugas marinas y los humanos han estadagegiones.
vinculados desde los tiempos en que el hombre se En tanto que este manual tiene el propdsito de cubrir
establecié en las costas e inicié sus recorridos por losa necesidad de lineamientos y criterios normalizados,
océanos. Por innumerables generaciones, las comunidadégconoce a la vez, que un sector creciente de interesados
costeras han dependido de las tortugas marinas y sudn el trabajo de campo y tomadores de decisiones requieren
huevos para la obtencién de proteinas y otros productosorientacion sobre las siguientes interrogantes : ¢cuando y
En muchas regiones, esta practica alin continda. Sin enpor qué seleccionar una opcion de manejo entre las
bargo, durante el transcurso del siglo XX, el incremento erdisponibles? y ¢ como instrumentar efectivamente la opcion
la comercializacion intensiva de los productos de tortugaseleccionada y evaluar los logros obtenidos?
marina ha diezmado muchas poblaciones. Debido al  El Grupo Especialista en Tortugas Marinas de la UICN
complejo ciclo de vida de las tortugas marinas -en esteonsidera que un manejo apropiado no puede realizarse
proceso los individuos migran entre varios habitats quesin el soporte de una investigacion de alta calidad enfocada,
pueden incluir la travesia de toda una cuenca oceanicaen la medida de lo posible, hacia tematicas criticas para la
para su conservacion, se requiere de una planeacién debnservacion. Nuestra intencion es que este manual sea
manejo con un enfoque de cooperacion internacional, quele provecho a los interesados en la proteccion y manejo de
reconozca la interconexién entre habitats, de poblacionefas tortugas marinas de todo el mundo. Reconociendo que
de tortugas marinas y de poblaciones humanas, en tantos programas con mayores logros, combinan las técnicas
gue se apligue el mejor conocimiento cientifico disponible.de censo tradicionales con el manejo de bases de datos
A lafecha, nuestro éxito parar llevar a cabo cualquieraelectronicas y el analisis genético con telemetria satelital,
de ambas tareas ha sido minimo. Las especies de tortugéscnologias que apenas podrian ser vislumbradas por los
marinas estan catalogadas como “En peligro critico”, “Enconservacionistas de la generacién anterior, dedicamos este
peligro” o “Vulnerable” por la Unién Mundial para la manual a los conductores del manejo y conservacién de
Naturaleza (UICN). La mayoria de las poblaciones hanlos recursos naturales del siglo XXI, quienes enfrentaran
disminuido inexorablemente como secuela de las practicatos cada vez mas complejos retos de una administracion
de extraccion no sustentables para el aprovechamiento depropiada. Esperamos que encuentren en este manual un
su carne, concha, aceite, pieles y huevos. Decenas de milentrenamiento y asesoria Utiles.

Karen L. Eckert

Karen A. Bjorndal
F. Alberto Abreu Grobois
Marydele Donnelly
Editores
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Determinacion del Sexo en Crias

Horacio Merchant Larios

Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM), A.P.
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Introduccioén chelyskempii (Shaveret al., 1988) yEretmochelys
La diferenciacion sexual en mamiferos dependdmbricata(Dalrympleet al, 1985).

de Iatr'ansformauon de una gonada_updﬁerenmada ®ldentificacion del Sexo en Crias

un testiculo. El gen que controla el inicio de este evento
es el SRY y se localiza en el brazo corto del cromosoma ;
Y (Koopmanet al, 1990). En el resto de los €
vertebrados, el SRY se relaciona con los genes de
familia SOX que se encuentra en ambos sexos y so

Hay un periodo termosensitivo (PTS) para la
erminacion sexual durante el desarrollo localizado
I%Irededor del segundo tercio del tiempo total de
wcubacic')n. EIPTS se define como “el lapso de tiempo
Q el grupo de estadios de desarrollo fuera del cual la
sexuales (Tiersht al, 1991). Aun no se conoce la manipulacian (.je temperatura no ejerce influgncia
sobre el fenotipo sexual” (Mrosovsky and Pieau,

identidad del gen o genes que controlan la . .
diferenciacién sexual en los vertebrados no mamiferos;ggl)'Ademas’ en todas las especies de tortugas

: . arinas no hay una caracteristica morfoldgica externa
Sin embargo, como en los mamiferos placentados, 1 y folog
gue pueda ser usada para determinar el sexo de

diferenciacion sexual morfol6gica en el embrién parece . . ) .
iniciarse en la génada del embriéon. Es razonable) JaniSmos en g;tado de cria, VSO!‘? es POSIbIe atraves
postular que el factor o factores requeridos para Iag? una diseccion y la observacion directa de las
diferenciacion sexual actan principalmente a nivel degonadas.
este drgano, controlando su transformacién en uiMétodos Invasivos (Diseccion)
ovario o en un testiculo. Estan disponibles tres procedimientos basados en
Aungue los mecanismos fisioldgicos por los cualesobservaciones morfolégicas: (1) observacion directa
la temperatura y otros factores ambientales influyerde las génadas situ; (2) técnica de aclaramiento de
en la diferenciacion sexual son desconocidos, losas génada toto; (3) estudios histolégicos de las
vertebrados han sido divididos en dos grupos: (1) Logjénadas.
organismos en los cuales los factores ambientales no  Los criterios basados en (1) se concentran en los
tienen influencia en su determinacion sexual sondetalles morfolégicos gonadales observados
clasificados como poseedores de una Determinaciéfhmediatamente después de que las visceras que las
Sexual Genotipica (DSG); (2) Los organismos cuyacubrian (p. ej., intestinos, higado, estémago) son
determinacion sexual esta influenciada por el ambienteremovidas. Las gonadas aparecen como dos bandas
experimentan una Determinacion Sexual Ambientalclaras que se extienden alo largo de la longitud de los
(DSA) (Bull, 1983). En las tortugas marinas, la rifiones (mesonefros). McCey al.(1983) intentaron
determinacion del sexo por temperatura ha sidosexar génadas de olivaceabasados en el hecho de
encontrada e@aretta carettgYntemay Mrosovsky, que los ovarios tienden a tener su superficie arrugada
1980), Cheloniamydas(Miller y Limpus, 1981), y son mas grandes que los testiculos. Como este
Dermochelyscoriacea(Rimblot et al, 1985),Lepi-  criterio es cuestionable, van der Heig¢al. (1985)

dochelysolivacea(Morrealeet al, 1982),Lepido-  propusieron el método (2) el cual requiere de la
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diseccion del complejo urogenital (génadas y rifiones)or un tipo de células epiteliales con abundantes gotas
y su fijacion en formol al 10%. Posteriormente, la de lipidos. Las células germinales son escasas y no
g6nada es separada del rifiébn y sumergida en 100 nhlay lumen en los cordones medulares que pueda
de solucion al 4% de formol y 5 ml de glicerol (se justificar el nombre de “tibulos seminiferos”; el término
pueden agregar algunas gotas de sulfato de cobre patarrecto debe de ser “cordones seminiferos”. Entre
evitar contaminacién por hongos). Usando unestas formaciones y bordeando el epitelio superficial
microscopio de diseccidn, estos autores sexaron criassta una membrana basal y abundante tejido
delL. olivaceay C. mydas Ademas de la morfologia estromatico, formado en gran parte por matriz
externa en su conjunto, en la cual los sexos puedeextracelular, células fibroblasticas y vasos sanguineos.
ser claramente distinguibles cuando el material ed 0s ovarios se distinguen por un engrosamiento
procesado mientras permanece fresco (los ovariosonspicuo del epitelio superficial (Figura 2). Este
tienen una superficie rugosa y son mas grandes quaparece como un epitelio columnar, con una o mas
los testiculos), las génadas en su interior tambiércélulas de espesor. Contiene una membrana basal
muestran claras diferencias. Esto es particularmentgruesa que separa el epitelio superficial de la region
cierto en los extremos anterior y posterior (ya que sormedular de la génada. Los cordones medulares son
mas estrechas) donde es posible la observacién m&gstigiales y aparecen como pequefios grupos de
detallada. De acuerdo con los autores, los testiculosélulas epiteliales rodeadas de una membrana basal.
son distinguibles por una apariencia granular queEl tejido estromatico es abundante en la regién
posiblemente corresponde con la presencia de tabulamnedular.
seminiferos. En nuestra experiencia es posible combinar los
Pese a la facilidad con la cual los procedimientosprocedimientos (2) y (3) secuencialmente, tomando
previos pueden ser realizados para determinar el sexeentajas de los beneficios practicos del primero y la
en crias, algunos autores han expresado seriprecisién del segundo. En las génadas aclaradas, el
preocupacién por su validez,
proponiendo que un criterio fiable
s6lo lo provee un estudio histolégico .
de la gbnada (Mrosovsky y Benabib, 4
1990; Mrosovsky y Godfrey, 1995).4* -~
En este caso, las génadas necesitan
ser fijadas, deshidratadas, incluidas

y observar bajo microscopio. Para
este procedimiento, se requiere de u.
equipo adecuado de laboratorio.

Con laintencién de ejemplificar
caracteristicas claves, se presenti
continuacién una interpretaciorr, |
detallada de la histologia de génadas,
de crias dd.. olivacea (ver Mer- *
chant-Larioset al, 1989):

En machos (Figura 1), el epitelio
superficial es plano, nomoestra-

ifi fr ntemen ntiene_. . . . . . . .,
t C‘."‘do y, ecuente e te contie eFlgura 1. Testiculo déepidochelyslivaceafijado 3 dias después de la eclosion.
varias células germinales. Los

Uno puede apreciar claramente los cordones seminiferos (Cs) formados por
cordones mgdqlares ap_arecen S€P8s|ulas epiteliales con citoplasma denso debido a numerosos granulos de lipidos.
rados del epitelio superficial aunquea|gunas células germinales estan situadas en los cordones (flechas) y otras en
algunos permanecen adjuntos a e epitelio superficial (cabezas de flecha). Seccion semi-delgada (2mm) fijada con
Los cordones medulares, rodeadogaraformaldehido-glutaraldehido (Karnovsky, 1965), post-fijada con OsO4 e
por una membrana basal, se formaimcluida en Epon. Magnificacion 200X.
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sexo puede ser facilmente=, v R F

identificado pero sdlo si estan bien” & .,;.. it *-._' - =N A

B s T ,-I"'-'t" ] - By 5
diferenciadas y la preservacion es ;-'.EE Yo 1'1- RN A e S S EY T o .
satisfactoria. Sin embargo, en Iog “"5 ;J* ' S

dificiles casos de intersexos;
(regiones alternadas a lo largo dgh..,' ;
la gbnada con la corteza bie

epitelio superficial permanecen‘ )
pobremente desarrollados), lag:
mismas génadas aclaradas pued
ser deshidratadas en etanol e
incluidas en parafina o plastico para
un posterior analisis histologico. LaFigura 2. Ovario deLepidochelyslivaceafijado dos dias después de la eclosion.

preservacion es excelente comb! epitelio superficial (ES), formado por un epitelio columnar multiestratificado.

puede verse en la Figura 3. Contiene numerosas células germinales (cabezas de flecha). En la region medular,
hay remanentes de fragmentos de cordones medulares (*). Muestra procesada
Métodos No Invasivos como en la Figura 1. 200X

(Radioimmunoanalisis) _ _ _
Se ha intentado un método no invasivo para eIEStImaCIOn de la Proporcion Sexual

diagnéstico del sexo en organismos recién€n Crias

eclosionados. Grosat al. (1995) reportaron la A fin de hacer una estimacion de la proporcion de
posibilidad de sexar crias d& carettausando los dos sexos (proporcion sexual) presente en una
radioinmunoanalisis (RIA) de los fluidos corio- poblacion natural en campo, es conveniente conocer
alantoideo y amniético (FCAs). Ellos encontraron quede antemano la temperatura “pivote” o “umbral”. Una
en machos la proporcién de las concentraciones degez que ésta es conocida, las temperaioragu de
estradiol (E) respecto a testosterona (T) es signidos elegidos de zonas representativas en la playa,
nificativamente menor que en hembras, permitiéndolepueden ser usadas para extrapolar el intervalo de
predecir el sexo con precision aceptable. Los mismosemperatura global y, a partir de éste, derivar la
autores encontraron una proporcién E:T similar en eproporcion sexual de la colonia anidadora durante una
plasma de crias de la misma especie. En tortugaemporada de anidacion en particular.

golfinas, nosotros hemos realizado RIA del suero pre  La temperatura pivote es definida como la
y post-eclosion de varios metabolitos esteroidestemperatura de incubacion en la cual la proporcion
incluyendo Ey T (Merchant-Larios y Salame-Méndez,sexual resultante en la nidada es 1:1. Experi-
observ. no publ.). Desgraciadamente, no se pudieromentalmente, este valor es obtenido incubando grupos
encontrar diferencias significativas en ninguno de losde huevos a varias temperaturas constantes y
metabolitos que pudieran permitir una distinciéon deldeterminando la proporcion resultante de crias
sexo en esta especie. Es posible qué.earettg la hembras y machos. A un intervalo de temperaturas
actividad endocrina de las génadas sea mas avanzadae continie permitiendo un desarrollo normal
gue enL. olivacea Esto se sugiere por la presencia (alrededor de 24-34° C), uno puede determinar el
de conductos de Miiller en crias de la Gltima especieintervalo de temperatura masculizante y feminizante
mientras que el. carettaéstos han desaparecido (la cual produce un 100% de machos o hembras,
casi totalmente (Yntemay Mrosovsky, 1980). Teniendorespectivamente) y estimar la temperatura pivote
en mente estas diferencias significativas en el tiemp@§50% de cada sexo). Valores constantes y precisos,
de desarrollo de ambas especies, se recomiendson dificiles de determinar debido a las variaciones
establecer los patrones hormonales para cada espegenéticas de los especimenes individuales en cada
bajo estudio y su correlacién con el sexo antes de us@rupo experimental (ver Mrosovsky y Pieau, 1991, para
el RIA como método para la identificacion sexual. una mayor discusion de este punto). Para las especies
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de tortugas marinas que han sido estudiadas, la
temperatura pivote reportada es alrededor de
30°C. Estudios con especimene<dearetta
(Mrosovsky, 1988) han mostrado variaciones
de la temperatura pivote hasta de un grado
centigrado, dependiendo del tamafio de la hidada
y factores genéticos.

Se ha sugerido que la temperatura
posiblemente contrarreste el control genético
del género. Si esto es cierto, entonces la
temperatura pivote podria ser tomada como la

variable de machos genotipicos con respecto a
hembras genotipicas y que la respuesta a la
temperatura varia de acuerdo al sexo genético,
la temperatura pivote puede variar tanto como
un grado centigrado (Mrosovsky, 1988). Por
esto es recomendada una estimacion de |2
temperatura pivote entre las diferentes
poblaciones de tortugas que anidan en diferentes
playas. Un minimo de 5-6 nidos por playa por

temporada, con seguimiento de al menos tres
afios consecutivos, podria rendir valores muy
aproximados al verdadero intervalo de la

temperatura pivote de la poblacion estudiada.

~ Aunque la temperatura pivote €S Un g ra 3. Ovario deDermochelysoriacea(A), testiculo (B) y
indicador fidedigno cuando se estiman las ggnada indiferenciada (C) previamente tratadas con la técnica
proporciones sexuales bajo condiciones natu- de aclaramiento (ver texto). El glicerol fue eliminado con un
rales, también es conveniente tener buffer de fosfato y las muestras fueron tratadas como el mate-
conocimiento de la “transicion de intervalos de rial de las figuras 1y 2.
temperatura” (TIT). Este parametro se refiere
a la diferencia de valores entre las bajas temperaturantierro reduciendo la posibilidad de robo. El sensor
gue producen 100% de machos y las altas que resultaricleo, es un termémetro comercial de memoria (Ra-
en 100% hembras (Mrosovsky y Pieau, 1991). Comalio Shack 277-302 or 630/1020) protegido dentro de
la temperatura pivote, la TIT no tiene un valor fijo. No una caja de Plexiglas.
hay duda que algunas variaciones dependeran del Convertir latemperatura de la arena en proporcion
tamafio de la muestra. Por lo tanto, como con lasexual de crias no es tan sencillo como puede parecer.
temperatura pivote, la estimacion de la desviaciénLas temperaturas pivote de las tortugas se derivan
estandar en una poblacién particular, sera optimizadgeneralmente de la incubacién de los huevos a
midiendo temperaturas en tantos nidos como seg&éemperaturas constantes en el laboratorio, diferentes
posible en diferentes lugares de la playa en cuestion & las verdaderas condiciones de incubacién (Bull,
repitiendo el estudio por varios afos. 1985). Los factores microambientales tales como el
El equipo necesario para medir la temperatura ertalor metabdlico de los huevos, pueden causar
las playas ha sido ampliamente discutido por Godfreytemperaturas del nido diferentes a las temperaturas
y Mrosovsky (1994). Ellos disefiaron un modulo quede la arena (Mrosovsky y Yntema, 1980; Godiey
memoriza las temperaturas maximay minima. Aparteal., 1997). Este factor puede ser tomado en cuenta
de que el equipo es econémico y resistente, soporta euando se mide la temperatura en la playa, y los
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sensores pueden ser depositados tan cerca como seanservados en algunas regiones, como en los
posible del nido, o entre los huevos en cada nido coresticulos, y el epitelio superficial aparece extendido,
el propdsito de derivar la proporcién sexual. También,en otras regiones, como en los ovarios. En otros casos,
la variacion inter-nidada en las temperaturas pivotda gonada permanece “indiferenciada” y aqui no hay
puede complicar las conversiones de la temperaturan claro desarrollo hacia cualquiera de los sexos.
de la playa en una proporcién sexual; por tanto sorConsiderando la vulnerabilidad de las génadas a la
importantes tamafios de muestra adecuados (vdaemperaturay lainmadurez en el estado de cria, no es
arriba). No obstante, los perfiles de la temperatura dele sorprender encontrar variaciones en su desarrollo,
la arena son utiles, particularmente en la evaluaciémprobablemente en respuesta a abruptos cambios en la
del impacto de las técnicas de manejo en la proporciotemperatura durante el periodo sensitivo.

sexual (ver Godfrey y Mrosovsky, este volumen).
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