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RESUMEN GENERAL
Todas las especies de tortugas marinas suelen pasar un importante periodo

de sus vidas concentras en distintas areas de alimentacion, sitios donde distintos
grupos etarios mantienen una convivencia simpatrica para alimentarse y crecer.
Bahia Matapalito (BM), en el Pacifico Norte de Costa Rica, recientemente fue
identificada como sitio de forrajeo de Chelonia mydas y Erethmochelys imbricata,
por lo tanto, en este estudio examinamos, la proporcion de sexo, estado nutricional
y los origenes natales de ambas especies presentes en la zona. Para conocer la
proporcion sexual se recurrié al analisis de la hormona testosterona (T) por medio
de una ELISA, la cual permitié conocer la concentracion de T para cada individuo y
determinar el sexo en ambas especies de tortugas marinas. La proporcion sexual
de esta poblacion inmadura de carey mostré un sesgo inclinado hacia los machos,
1:45:1 (M:H), lo cual contrarresta la mayoria de los reportes previos, en donde en
su mayoria se expone la feminizacion de estos reptiles. Mientras que en los
juveniles de C. mydas la proporcién de sexos fue de 3.15:1 (H:M), mostrando un
sesgo inclinado hacia las hembras, tal como se ha reportado en la mayoria de las
areas de forrajeo. Respecto al indice de condicion corporal, revelé que todos los
juveniles de ambas especies se encontraban en un optimo estado nutricional (>
1.20), estimando indirectamente que los inmaduros cuentan con las reservas
energéticas para hacer frente a las demandas de un crecimiento oportuno. A través
del andlisis de secuencias de la region control de ADN mitocondrial (776 bp)
exhibimos el origen natal. Obteniendo que la mayoria de la poblacién de C. mydas
de BM tienen su origen natal en el Océano Pacifico Oriental (OPO, 77.5%), pero
también estaria conformado por individuos que realizan una migracion transpacifica
(22.5%) provenientes de colonias del Pacifico central y occidental. En contraste con
los individuos de E. imbricata que mostraron tener su origen natal en el Pacifico
Oriental, exhibiendo asi, un claro patron de filopatria natal de forrajeo. Estos
resultados exponen la importancia de Bahia Matapalito como sitio de alimentacion,
al hospedar agregaciones de tortugas marinas con un importante sesgo hacia
ambos sexos, pero también con multiples origenes natales y su conectividad con

las diferentes colonias dentro y fuera del Pacifico Oriental.
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ABSTRACT

All species of sea turtles usually spend an important period of their lives
concentrated in different feeding areas, places where different age groups maintain
a sympatric coexistence to feed and grow. Bahia Matapalito (BM), in the North
Pacific of Costa Rica, was recently identified as a foraging ground for Chelonia
mydas and Erethmochelys imbricata, therefore, in this study we examined the sex
ratio, nutritional status and natal homing of both species present in this area. To
know the sex ratio, testosterone hormone (T) analysis was used by means of an
ELISA, which allowed knowing the concentration of T for each turtle and determining
the sex in both species of sea turtles. The sex ratio of this immature population of
hawksbills showed a bias towards males, 1:45:1 (M: F), which counteracts most
previous reports, which mostly exposed the feminization of these reptiles. While in
inmature green turtles the sex ratio was 3.15:1 (M:M), showing a bias towards
females, as has been reported in most foraging areas. Regarding the body condition
index, it reveals that all the inmatures of both species were in an optimal nutritional
state (> 1.20), indirectly estimating that they have the energy reserves to face the
demands of opportune growth. Through sequence analysis of the control region of
mitochondrial DNA (776 bp) we exhibited the natal homing. Obtaining that the
majority of the population of C. mydas of BM has its native origin in the Eastern
Pacific Ocean (EPO, 77.5%), but it would also be made up of individuals that make
a transpacific migration (22.5%) from colonies of the central Pacific and western. In
contrast to E. imbricata that were shown to have their natal origins in the Eastern
Pacific, thus exhibiting a clear pattern of natal foraging philopatry. These results
expose the importance of Bahia Matapalito as a feeding site, hosting sea turtle
aggregations with an important bias towards sexes, but also with both multiple natal
origins and their connectivity with the different colonies inside and outside the

Eastern Pacific.
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CAPITULO 1. Proporcion sexual de las tortugas Carey juveniles, Eretmochelys
imbricata, en Bahia Matapalito en el Pacifico Norte de Costa Rica

RESUMEN

La determinacion del sexo de todas las especies de tortugas marinas es
dependiente de la temperatura de incubacion del nido, el cual se define en el
segundo tercio de la incubacion. En todas las tortugas marinas la estimacion de la
proporcién sexual ha resaltado por la feminizacién de las poblaciones actuales, por
lo que es necesario conocer la proporcién de sexos de los individuos en cada zona
de alimentacion de la region para fortalecer estrategias de conservacion dirigidas
hacia estas especies. En este estudio reportamos por primera vez la proporcion de
sexos de los juveniles de la tortuga Eretmochelys imbricata en una zona de
alimentacion, en el Océano Pacifico Norte de Costa Rica, Bahia Matapalito (BM).
En total se encontraron 33 tortugas carey: 31 juveniles de 41.98 £ 12.05 cm de largo
recto de caparazon (LRC) y un indice de condicion corporal (ICC) de 1.13 +£0.21,y
ademas de 2 adultos de tortuga carey, un macho y una hembra. A través de la
medicion de la concentracion de testosterona (T) mediante una técnica de
inmunoensayo (ELISA) fue clasificado el sexo de cada individuo inmaduro de E.
imbricata, dando como resultado 11 hembras y 16 machos (16-239 pg/mL y 878.3-
27236.1 pg/mL, respectivamente) y 4 individuos juveniles sin poder clasificar (352.5-
553.3 pg/mL). La proporcion sexual de esta poblacion juvenil de tortugas carey
mostré un sesgo inclinado hacia los machos, 1:45:1 (M:H), lo cual contrarresta la
mayoria de los reportes previos, en donde en su mayoria se expone la feminizacion

tanto en sitios de forrajeo como en zonas de anidacion.

Palabras clave

Tortuga de Carey, Reptiles, Zonas de forrajeo, Testosterona, ELISA, Proporcion

sexual, Costa Rica.



INTRODUCCION

La poblacién de tortugas carey, Eretmochelys imbricata, se encuentra
distribuida en el Océano Pacifico Oriental (OPO) desde México hasta Ecuador y son
las mas amenazadas en todo su rango de distribucion a nivel mundial, se estiman
menos de 600 hembras anidadoras en toda la region del OPO (Gaos et al. 2017b).
Se considera que las tortugas carey del OPO anidan principalmente en Nicaragua
y El Salvador (81% de los nidos registrados en la region), seguidos de Costa Rica y
Ecuador (Gaos et al. 2017b). No obstante, en México, Costa Rica, El Salvador y
Panama, se han identificado zonas de forrajeo para la especie, lo que sugiere su
importancia potencial como area de desarrollo y alimentacion de juveniles y adultos
(Seminoff et al. 2003; Chacén-Chaverri et al. 2014; Gaos et al. 2010, 2017b;
Heidemeyer et al. 2014; Liles et al. 2017; Llamas et al. 2017; Méndez-Salgado et al.
2020).

La tortuga E. imbricata esta considerada en peligro critico por la Union
Internacional para la conservacién (UICN, 2021) y esta incluida en el Apéndice | de
la Convencién sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna
y Flora Silvestres (CITES, 2021). Se considera que alrededor de nueve millones de
tortugas carey han muerto en los ultimos 150 afios para satisfacer el comercio de
articulos de lujos a base de su caparazon (Miller et al. 2019). Ademas de las
amenazas como la mortalidad por captura incidental, el tréfico ilegal de huevos, la
degradacion de los habitats de anidacién por el desarrollo costero y la depredacion
de huevos por especies invasoras (Lam et al. 2011; Mortimer & Donnelly, 2008),
una de las mas alarmantes para todas las especies de tortugas marinas es el
calentamiento global. Para el afio 2100 se pronostica que la temperatura media
global experimente un aumento de 2.6 °C (IPCC, 2014), amenazando las playas de
anidamiento de un incremento en la temperatura de la arena ocasionando en las
nidadas de tortugas marinas un posible incremento en la mortalidad de los huevos
incubados y feminizacién de los neonatos, ya que, a mayor temperatura, mas

hembras son producidas (Morreale et al. 1982; Spotila et al. 1987).



Es claro que uno de los patrones exhibidos por las tortugas marinas, sobre
todo en juveniles o adultos, es su congregacién en los sitios de alimentacion o
forrajeo, que en algunas ocasiones puede ser por periodos muy prolongados
(Limpus et al. 1994). Por lo que, un pardmetro métrico como el indice de condicion
corporal (ICC), medida derivada de la relacion existente entre el peso y el largo recto
del caparazon, significaria una herramienta atil que permitiria conocer de manera
indirecta el estado nutricional y de salud de estos reptiles en vida libre, asi como
evaluar la disponibilidad del alimento en el sitio de agregacion (Bjorndal et al. 2000;
Norton & Wyneken, 2015). Ademas, el ICC nos permite conocer de manera indirecta
el éxito reproductivo, la supervivencia y por ende la dinamica poblacional de los
organismos (Jones et al. 1999; Stevenson y Woods, 2006; Velez-Zuazo et al. 2014).
Segun la interpretacion del estado fisico de las tortugas marinas mediante el ICC,
son los individuos que estan >1, los que se encontrarian en una “optima” condicion
nutricional, lo cual haria mas probable que cada uno de los individuos tenga los
requerimientos nutricionales que el desarrollo y crecimiento demandan (Norton &
Wyneken, 2015; Flint et al. 2009).

En todas las especies de tortugas marinas el sexo es dependiente de la
temperatura de incubacién del nido (Wibbels, 2003). La temperatura a la cual cada
embrion tiene igual probabilidad de diferenciarse en macho o hembra es conocida
como temperatura pivote (TP) y el aumento o la disminucién de la temperatura en
relacion con la TP desplaza la proporcion sexual hacia un sexo u otro (Mrosovsky &
Yntema, 1980). En las tortugas marinas, la proporcion de sexos esta sesgada hacia
los machos a temperaturas por debajo de la TP y hacia las hembras a temperaturas
por encima de la TP (Salame Méndez, 1998). Dado que la TP para todas las tortugas
marinas esta entre 28 y 30 °C (Hawkes et al. 2009), el aumento de temperatura

debido al calentamiento global del planeta podria sesgar la proporcion de sexos.

Las tortugas marinas juveniles carecen de dimorfismos sexuales visibles,
estos se observan hasta llegar a su madurez sexual entre 20-50 afios de edad
(Avens & Snover, 2013), morfolégicamente los machos adultos tienen colas largas

y musculosas en comparacién con las hembras (Wibbels, 1999). Entre los métodos



mas frecuentes para la determinacion de sexo de las tortugas inmaduras esta la
laparoscopia (Wood et al. 1983), la cual se usa para observar el estadio de
desarrollo gonadal, requiere capacitacion técnica y es sumamente invasiva. El
examen histologico de las génadas de tortugas varadas vivas o muertas (Maffucci
et al. 2013), lo cual requiere el sacrificio del animal para obtener la muestra gonadal.
Por otro lado, esta el analisis hormonal de la concentracion de testosterona (T) en
el plasma sanguineo (Owens et al. 1978) que se ha medido tipicamente mediante
la técnica de radioinmunoensayo (RIA, Owens, 1997). Recientemente, Allen et al.
(2015) han evaluado una técnica de inmunoensayo para medir la concentracion de
testosterona en el plasma de las tortugas verdes juveniles (ELISA de T),
corroboraron el sexo de cada tortuga mediante laparoscopia y establecieron los
intervalos de concentracion de esta hormona para cada sexo. A su vez, los mismos
autores realizaron la comparacion entre ambas metodologias, RIA y ELISA de T,
encontrando una correspondencia del 97% entre las dos técnicas, por lo tanto,
destacan la alta confiabilidad de la ELISA de T para la determinacion del sexo de C.

mydas y por ende la proporcion sexual.

Se han realizado varios estudios evaluando la proporcion de sexos en
juveniles de diferentes poblaciones de la tortuga E. imbricata (Limpus, 1992; Leon
& Diez, 1999; Diez & Van Dam, 2003; Geis et al. 2003;) y con excepcion del estudio
realizado en la poblacién de tortugas carey de Puerto Rico (Diez & Van Dam, 2003)
todas mostraron un sesgo inclinado hacia las hembras. Se desconocen aln las
razones de la tendencia a la feminizacion de estas poblaciones, pero una de las
hipétesis mas aceptadas es que el incremento de la temperatura en las playas
ocasionado por el calentamiento global esta favoreciendo el nacimiento de mas
tortugas hembra que machos. Segun los reportes de algunos estudios respecto al
monitoreo de temperaturas en los nidos de las tortugas carey, las temperaturas
inferiores a 28.4 °C impulsarian el nacimiento de machos, mientras que las
temperaturas entre 28,9y 29,8 °C producirian ambos sexos, y las temperaturas que
s6lo producirian hembras serian de 30,4 °C y superiores (Loop et al. 1995; Godfrey
et al. 1999; Dobbs et al. 2010).



Comprender las variaciones de la proporcidn de sexos es clave para entender
la dinamica de las poblaciones de tortugas marinas, especialmente en un mundo
amenazado por el cambio climatico. Sin embargo, determinar el sexo de tortugas
marinas inmaduras es logisticamente dificil, es por esta razén que la mayor parte
de la informacion disponible sobre la proporcién de sexos se ha centrado en
métodos indirectos como la medicion de la temperatura de la arena en el nido en
las zonas de anidacion (Godfrey et al. 1996; Laloé et al. 2016, 2020). Hasta ahora
las proporciones de sexos en los sitios de anidacion, determinadas mediante
temperatura, suelen estar sesgadas en su mayoria por las hembras, especialmente
en las playas mas céalidas donde las hembras pueden representar mas del 90% de
los neonatos (Godley et al. 2002 & Hays et al. 2014). Las proporciones de sexos en
las zonas de alimentacion son mas dificiles de acceder, pero también pueden
proporcionar informacion importante sobre la dindmica de la poblacién de las
tortugas marinas de diferentes grupos de edad, lo que permite conocer las
proporciones de sexo en un aspecto temporal mas amplio (Casale et al. 2016 &
Maffucci et al. 2013). Dentro de la regio del Pacifico Oriental se han identificado
cerca de 50 areas de alimentacion de tortuga carey con base en avistamientos en
el mar, pero la informacion sobre los patrones de movimiento individuales, la
persistencia dentro de estas areas y proporcion de sexos es limitada (Carrion-Cortez
et al., 2013; Chacon-Chaverri et al., 2015; Gaos et al., 2012a, 2018a; Llamas et al.,
2017).

Como ocurre con la mayoria de las especies de tortugas marinas, las
estrategias de conservacion de la tortuga carey se han centrado principalmente en
la preservacion de los sitios de anidacién. Sin embargo, esta bien establecido que
la supervivencia en las etapas de la vida juvenil también es de gran importancia
para la persistencia de la poblacion, y las tortugas inmaduras son vulnerables a una
serie de amenazas en el mar (Crouse et al., 1987; Crouse, 1999). El conocimiento
sobre las poblaciones de tortugas marinas en las zonas de forrajeo es un elemento
clave para desarrollar estrategias de conservacion efectivas, comprender tasas de
reclutamiento y tendencias de la poblacion. Esto con el propésito de medir la eficacia

de los esfuerzos de conservacion en las playas de anidacién, asi como para una



mejor orientacion en las futuras decisiones en temas referente a su conservacion.
Teniendo como objetivo poder contribuir con la informacion respecto a los juveniles
de carey en los sitios de alimentacidn, en este estudio se pretende dar a conocer la
proporcion de sexos de los juveniles de la tortuga carey en un sitio de alimentacion
del OPO ubicado en el Pacifico Norte de Costa Rica, Bahia Matapalito. En donde
se determina el sexo de cada individuo de E. Imbricata a través de la concentracion
de testosterona obtenida mediante una técnica de inmunoensayo (ELISA de T), pero
también se evalua el estado nutricional de estos individuos mediante el indice de
condicion corporal (ICC) como medida para conocer indirectamente el estado de

salud de estos individuos.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio y muestreo.

En este estudio se realizaron multiples giras de campo de manera irregular
entre marzo del 2018 y julio del 2021, durante el afio 2020 no fue posible realizar
las giras planeadas debido a las restricciones provocadas por la pandemia del
SARS-CoV-2. Estas giras de campo permitieron la recopilacion de la informacién
morfométrica de cada individuo de E. imbricata, asi como la toma de sangre y tejido
en la aleta para sus respectivos analisis en laboratorio. Todos los juveniles de
tortugas carey, asi como los adultos capturados en agua son provenientes de Bahia
Matapalito (BM), ubicado en el Pacifico Norte de Costa Rica. BM (10°56’06” N,
85°47°42” W) esta ubicado al este de la entrada a Bahia Santa Elena, que consiste
en una pequefia entrada de menos de un kilbmetro de diametro (Figura 1). BM
posee el fondo arenoso con parches de coral dispersos hacia el este, hacia el oeste
el fondo alberga una gran comunidad de arrecifes de coral que esta parcialmente
expuesta durante la marea baja y que se extiende hasta la vecina Bahia de Santa

Elena.

Capturamos las tortugas carey a mano durante inmersiones de buceo en

zonas someras (5-10 m de profundidad) a lo largo de BM, se usaron redes de



enmalle y fueron colocadas en el agua y monitoreadas durante todo el muestreo en
campo. Las tortugas fueron trabajadas a bordo de la embarcacion para la toma de
medidas y muestras y de no contener etiquetas fueron marcadas con tags metalicos,
aplicados en la segunda escala de cada aleta delantera. Una vez capturadas
usamos la medida de la longitud curva del caparazén (LCC) para estimar el estado
de madurez. Antes de realizar las mediciones morfométricas, extrajimos muestras
de sangre del seno cervical (volumen maximo < 3 ml/kg) colocando las tortugas en
posicion esternal con la cabeza dirigida hacia abajo para facilitar la extraccion de
sangre, usamos agujas de 1.5 pulgadas calibre 21, desinfectamos el sitio de puncién
con alcohol al 70%. Depositamos la sangre obtenida en tubos de heparina de litio
de 4 ml (Vacuette ®). Al final del trabajo de campo, se obtuvo el plasma de cada
individuo, centrifugamos a 3000 rpm, durante 10 min. El plasma fue separado en
alicuotas de 500 pl en crioviales (Corning Inc.) y almacenado en un tanque con
nitrégeno liquido mientras se trasladaba al Centro de Investigacion en Biologia
Celular y Molecular, en donde se mantuvieron resguardados a -80 °C hasta la
realizacion del ensayo. Los permisos de este estudio han sido otorgados por
Sistema Nacional de Areas de Conservacion (SINAC) R-SINAC-ACG-PI-042-2019
y la Comision de Biodiversidad No. 206-2019.
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Figura 1. Bahia Matapalito (BM) 10°56'06” N, 85°47°42” W (estrella roja), zona de forrajeo de
tortugas marinas en Pacifico Norte de Costa Rica.

indice de condicion corporal y LRC.

El indice de condicién corporal (ICC) fue calculado mediante la relacién del
largo recto del caparazon (LRC) y el peso corporal, denominada ecuacion K de

Peso corporal

Fulton: ICC = S
LRC

%X 10000 (Bjordal, 2000). Fue necesario hacer la

conversion del LRC a partir de la longitud curva del caparazéon (LCC) usando la
ecuacion LRC = 0.9355 x LCC + 0.4486 usando la férmula de Limpus (1992)
aplicadas para E. imbricata. EI LCC de cada individuo se obtuvo mediante la
medicion realizada durante los monitoreos de campo a través de una cinta flexible.
Con el fin de proporcionar un contexto para las puntuaciones obtenidas del ICC, se
calculé el promedio en cada sexo y ademas se compar6 con los criterios de
categorizacion del ICC reportados (Thomson et al. 2009; Flint et al. 2009; Norton &

Wyneken, 2015). En donde se considerd que los animales con ICC superiores a



1.20 se encontraban en “muy buenas” condiciones, los que tenian un ICC entre 1.11
y 1.19 estaban en “buenas” condiciones, los que estaban entre 1.00 y 1.10 eran

“promedio” y los que se encontraban por debajo de 1.00 como “pobre”.

Las tortugas fueron clasificadas como juveniles o adultos de acuerdo con el
tamafio medio de anidacion (TMA) publicados en estudios de las poblaciones de
tortugas verdes a lo largo del OPO, el cual se estima que es de 81 cm (Liles et al.
2011). Por lo tanto, se consideraron juveniles a los individuos con LCC<TMA (81
cm) y adultos a las tortugas verdes con LCC>TMA. Con excepcién de la hembra
adulta que tenia 77.50 cm de LCC, la cual fue encontrada anidando.

Extraccion de la Hormona.

La extraccion de testosterona estuvo apegada al protocolo indicado por
Wibbels et al. (1987). De manera breve, se depositaron alicuotas de 500 yL de
plasma en tubos de vidrio agregando 4 ml de éter etilico anhidro (Merck KGaA,
Alemania) para extraer T del plasma (T puede estar unido a proteinas en la sangre).
Luego cada tubo de vidrio (con plasma y éter) fue colocado en nitrdgeno liquido en
donde la capa de plasma se congelo y la capa de éter (que contiene las hormonas)
se decant6 a un nuevo tubo de vidrio y se sec6é bajo una corriente constante de gas
nitrogeno (~ 20 min). Las muestras fueron reconstituidas con 1,1 ml de acetona al
100% (Merck KGaA, Alemania) para aumentar la eficiencia de extraccion (o
recuperacion de T de la muestra). Después de la reconstitucion de acetona,
alicuotas de 1 ml se secaron al aire durante la noche (~ 16 h) y se reconstituyeron
en 250 pl de solucion salina tamponada con fosfato 0,01 M (PBS) con albumina de
suero bovino al 0,1% (BSA, Amresco, Solon, OH), agitandolos en vortex durante 15
min y luego incubando en un bafio de agua durante 30 min a 4 °C.

Testosterona ELISA.

Para la determinacion de concentracion de testosterona (T) se utilizo un kit T
ELISA disponible comercialmente (Catalogo # ADI-900-065, ENZO Life Sciences,
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Plymouth, PA), cada muestra de plasma extraida y todas las muestras se
cuantificaron por duplicado. Los estandares (n = 7) de concentracién de T conocida
(7.81-2,000 pg/mL) se prepararon de acuerdo con el protocolo del kit de ensayo
usando PBS (con BSA) y, por lo tanto, PBS (con BSA) se us6 como ‘cero’ (BO)
estandar. Segun la casa comercial, el kit de T ELISA, (ENZO Life Sciences,
Plymouth, PA) tiene 100% de reactividad con testosterona, 14,64% de reactividad
con 19-hidroxitestosterona, 7,20% de reactividad con androstenediona, 0,72% de
reactividad con dehidroepiandrosterona, 0,40% de reactividad con estradiol, asi
como <0,001% de reactividad cruzada con estriol, corticosterona, cortisol, cortisona,
estrona, progesterona y pregenolona. Fue medida la densidad 6ptica para la
estimacion de T mediante un espectrofotometro Multiskan FC (Thermo Scientific) a
405 nm. Los resultados de las concentraciones de T se calcularon utilizando un

programa de ajuste de curvas logisticas de cinco parametros (My assays online).

Para obtencion de la proporcion sexual se utilizo la formula 1:

P=12 (1)

Donde:

A= numero de hembras y B= nimero de machos

Analisis estadistico.

Se realiz6 estadistica descriptica mediante el software Minitab ® 20.4, en
donde se indicaron las medias, desviaciones estandar, intervalos maximos y
minimos para cada sexo de los juveniles de carey segun la asignacion de sexo que
se realizé mediante los intervalos de referencia testosterona obtenidos en la misma

especie en estudios previos de Blanvillain et al. 2007.
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RESULTADOS

Un total de 27 salidas de campo a Bahia Matapalito fueron realizadas para la
recopilacion de los datos morfométricos, muestras de plasma y tejidos de aleta de
un total de 33 tortugas E. imbricada con LCC entre 34.5-92 cm (44.39 £ 12.88 cm,
prom = SD). Los individuos juveniles capturados se encontraban en reposo o
alimentandose en las inmediaciones de BM y no fue posible distinguir el sexo de
cada inmaduro, ya que en ese grupo de edad aun no son evidentes los dimorfismos
sexuales como ocurre en los adultos. Del total de las tortugas carey muestreadas,
31 fueron juveniles (41.79 £ 7.61 cm de LCC) y 2 adultos, un macho y una hembra

anidadora (92 y 77.5 cm de LCC, respectivamente).
Proporcion sexual de juveniles de carey de Bahia Matapalito.

Como se observa en la figura 2, los intervalos de concentracion de T para
ambos sexos de tortuga carey fue de 16-27236.1 pg/mL. Utilizando los niveles de
concentracion de testosterona en estudios anteriores para hembras y machos
juveniles de E. imbricata (Blanvillain et al. 2007; Diez & Van Dam. 2003; Geis et al.
2003), nosotros estimamos que 11 individuos son hembras y 16 son machos,
ademas de 4 individuos “desconocidos”, los cuales no se relacionaron a ninguno de
los intervalos de concentracién de T pertenecientes a los dos sexos. El intervalo de
concentracion de T de las hembras juveniles fue de 16—239 pg/mL, mientras que el
de machos juveniles fue de 878.3-27236.1 pg/mL (tabla 1). Unicamente se
capturaron dos individuos adultos, una hembra anidadora y un macho maduro, los
cuales presentaron concentraciones de 156 pg/mL y 1106.7 pg/mL,
respectivamente. El promedio de T en hembras juveniles fue de 68.9 + 43.19 pg/mL
y los machos juveniles de 7563.5 + 6143.9 pg/mL (Tabla 1). Por lo tanto, la
proporcion sexual de los juveniles de E. imbricata fue de 1.45:1 (M:H) con un sesgo
inclinado hacia los machos o interpretado de otra forma observamos 1.45 machos

por cada hembra.
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Concentracién de testosterona log y testosterona (pg/mL) de E. imbricata
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Figura 2. Concentracién de testosterona log (pg/mL) y testosterona (pg/ml) del plasma de tortugas
de carey, E. imbricata, capturadas en Bahia Matapalito en el Pacifico Norte de Costa Rica.

indice de condicion corporal.

La longitud recta del caparazén (LRC) de esta poblacién de juveniles de
tortugas carey mostré un promedio de 40.72 + 8.68 cm y 39.24 + 6.29 cm (LRC
promedio + SD) para hembras y machos juveniles, respectivamente. Los intervalos
de LRC obtenidos fueron de 32.72-57.51 cm para hembras juveniles y de 33.85-
53.77 cm para los machos juveniles. El macho adulto tenia un LRC de 86.51 cmy
la hembra anidadora 72.95 cm. EI ICC para las hembras juveniles fue de 1.10 £ 0.13
(Promedio + SD), y segun la categoria reportada estan estarian en condicion
“promedio”. En cuando a los machos inmaduros se obtuvo un ICC de 1.14 + 0.24
(Promedio + SD) lo cual, segun la categoria, estarian en “buenas” condiciones
nutricionales. Los intervalos del ICC que se encontraron en estos individuos fue
entre 0.85-1.37 para las hembras y 0.75-1.75 para los machos juveniles de carey
(tabla 2).
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Tabla 2. Media = SD y rango del indice de condicion corporal de tortugas carey del Pacifico Norte

de Costa Rica en diferentes grupos de edad.

Juveniles Adultos
‘ Hembras Macho Hembra Macho
ICC ‘ 1,10+0,13 1,14+0,24 1,18 1,13
Intervalo de ICC ‘ 0.86—1.37 0.75-1.75 - -
N ‘ 11 16 1 1
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DISCUSION

Este estudio seria el primero en mostrar una proporcion de sexos inclinada
hacia los machos juveniles de Eretmochelys imbricata en la region del Pacifico
Oriental, reportando masculinizacion en el area de forrajeo de Bahia Matapalito
(tabla 3). Incluso si suponemos que los 4 individuos que no se relacionaron con
ninguno de los sexos (352.5 pg/mL- 553.3 pg/mL de T) fueran hembras, la
proporcién seguiria ligeramente inclinada hacia los machos 1.10:1 (M:H). La
clasificacion del sexo de cada juvenil de carey fue estimada mediante la
concentracion de testosterona reportada para esta especie y este grupo de edad
gue obtuvieron Blanvillain et al. 2007; Diez & Van Dam. 2003 & Geis et al. 2003,
que en el caso de las hembras fue 134.4-260.8 pg/mL y para los machos juveniles
de 720.5-13181 pg/mL. A pesar de que en estos estudios previos se emplea la
técnica de radioinmunoensayo (RIA) para determinar la concentracién de T, en el
nuestro determinamos la concentracion de T mediante una técnica de
inmunoensayo (ELISA). Se ha evidenciado que tanto RIA como ELISA resultan
comparables con un nivel muy alto de correspondencia entre las dos de 97% (Allen
et al. 2015). Estos autores propusieron el uso de una ELISA para evaluar la
concentracion de Testosterona (T) y poder clasificar el sexo de las tortugas verdes,
técnica que resulta menos costosa y mas facil de implementar en el laboratorio. La
clasificacion del sexo de las tortugas verdes de ese estudio fue corroborada
mediante laparoscopia, dando como resultado que todos los juveniles fueron
clasificados correctamente. Resaltando una hembra adulta, reproductivamente
activa, que inicialmente fue clasificada como macho por ambas técnicas (RIA y
ELISA de T), pero que mediante laparoscopia se observé que tenia huevos sin
cascara. La testosterona esta involucrada en la sintesis de hormonas femeninas (p.
ej., estradiol) y se sabe que los valores altos de T en tortugas verdes hembra,
reproductivamente activas, son frecuentes (coincidiendo con la migracion, el
apareamiento y la actividad de anidacion) (Blanvillain et al. 2011 & Wibbels et al.
1992). Por lo tanto, puede ocasionar que sea imposible distinguir entre hembras

reproductivamente activas y machos inmaduros/maduros Unicamente considerando



15

la concentracion de T. Sin embargo, esto plantea un problema para las
agregaciones de forrajeo solo si hay hembras reproductivamente activas, en nuestro
estudio el objetivo principal fue establecer las concentraciones de T, pero en

inmaduros, por lo que no representaria un inconveniente para este grupo de edad.

En cuanto al tamafo de los inmaduros de carey de BM, lo estimamos
mediante el largo recto del caparazon (LRC), lo cual es consistente con lo reportado
para este grupo de edad en zonas de alimentacion del OPO, por ejemplo:
Heidemeyer et al. 2014 (40.17 + 17.55, prom + SD) cuando informo por primera vez
a Bahia Matapalito como zona de forrajeo para juveniles de carey. Ademas,
nuestros resultados de LRC son similares a los reportados para zonas de forrajeo
cercanas como las del Coiba National Park, reserva marina de la costa Pacifica de
Panama donde se reporta un LRC de 42.24 + 0.71 cm (Llamas et al. 2017). A su
vez, el LRC de los juveniles de carey de BM fue inferior a los reportados para este
mismo grupo de edad, pero en las agregaciones del caribe. (Blanvillain et al., 2007
& Diez & Van Dam. 2003; Geis et al. 2003, 54.7 = 8.23 y 49.7 + 9.6,
respectivamente). Se considera que gran parte de los primeros afos de vida de las
tortugas carey estan sujetos a hébitats oceanicos (Reich et al., 2007), durante una
etapa comunmente conocida como los afios perdidos (Carr, 1987), antes de reclutar
habitats neriticos con un tamafio de 20 a 35 cm LCC (Witzell, 1983). Sin embargo,
investigaciones recientes sugieren que las tortugas carey en el OPO pueden carecer
de fase pelagica durante el desarrollo temprano posterior a la eclosion (Liles et al.,
2017; Gaos et al., 2017). Nuestra investigacion plantea que BM es un sitio de
reclutamiento de juveniles de carey, ya sean originarios de sistemas pelagicos u
otros neriticos ocednicos, ya que la tortuga mas pequefia etiquetada durante este
estudio fue de 32.0 cm de LCC.

Por otro lado, la temperatura superficial del agua en el Pacifico Norte de
Costa Rica ha mantenido una media entre 26.51 °C en temporada seca y 29.29 °C
en temporada lluviosa (Saravia-Arguedas et al. 2021), temperaturas que
corresponden a la temporada de obtencién de las muestras de plasma de este

estudio. En estudios previos se ha evaluado el efecto estacional sobre las
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concentraciones de T en tortugas marinas inmaduras (Gregory et al. 1996; Morris,
1982; Owens, 1997 & Braun-Mcneill et al. 2007) y se ha observado que en la
temporada en la que las tortugas se encuentran a temperaturas de 14-16 °C las
concentraciones de hembras y machos se superponen (19-147 pg/mL y 61-737
pg/mL, respectivamente). Por el contrario, cuando estos juveniles se encuentran en
estaciones mas célidas a temperaturas entre 24-28 °C la concentracion de esta
hormona no se traslapa entre ambos sexos (6.7-128 pg/mL y 372-1884 pg/mL,
respectivamente). Lo anterior sugiere que es posible que la expresion de
concentracion de T refleje una afectacion ante un componente estacional como la
temperatura del agua, fotoperiodo, disponibilidad de alimentos o comportamiento
alimenticio estacional (Braun-Mcneill et al. 2007). Latécnica ELISA utilizada en este
estudio, primeramente, fue probada en muestras de plasma de juveniles de C.
mydas obtenidas en la Bahia San Diego, ubicada en las inmediaciones de un canal
de descarga de una planta de energia en South Bay, donde las temperaturas
oscilaron entre 20-31 °C segun fuera la estacion del afio. Considerando que las
muestras de plasma de los juveniles de tortugas verde de nuestro estudio se
obtuvieron durante temporadas donde la temperatura fluctu6 entre 26-29 °C, es muy
poco probable que este factor ambiental pueda tener algin efecto de estacionalidad
sobre las concentraciones de T en cada una de las tortugas de carey usadas en

este ensayo.

Tomando en cuenta la propuesta para categorizar la puntuacién obtenida del
ICC (Thomson et al. 2009; Flint et al. 2009; Norton & Wyneken, 2015) observamos
gue la poblacién de los juveniles de carey de Bahia Matapalito no alcanza el nivel
mas alto de esta clasificacion, dado que en ninguno de los sexos se alcanzan
valores del ICC por encima de 1.20. Por lo tanto, las hembras muestran una
condicién “promedio”, mientras que en los machos hay una ligera mejoria con una
“buena” condicion nutricional segun los criterios de esta categoria. Estos valores de
ICC obtenidos en los inmaduros congregados en BM se asemejan a los reportados
por Van Dam (2002) en Puerto Rico (entre 1.16 y 1.24) y también a lo observado
por Bjorndal y Bolten (2010) en la reserva Union Creek en Bahamas (1.17). Las

diferencias de ICC entre individuos podrian deberse a su habilidad para conseguir
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e ingerir alimento dependiendo de su disponibilidad (Diez y Van Dam, 2002) y a su
vez al tipo de habitat del sitio de alimentacion, se han identificaron dos tipos de
habitats criticos de forraje para la tortuga carey en el Pacifico Oriental: estuarios
costeros asociados a manglares y ecosistemas arrecifales (Gaos et al. 2012). Y
para el caso de nuestro sitio de alimentacion (Bahia Matapalito) alberga una gran
comunidad de arrecifes de coral que se extiende hasta la vecina Bahia de Santa
Elena (Heidemeyer et al. 2014), lo cual lo haria una recomendable alternativa de
area de forrajeo para esta especie. Aunque sabemos que el ICC es una variable
indirecta del estado nutricional, dado los resultados de este estudio, podriamos
considerar que la mayoria de los inmaduros de carey cuentan con la disponibilidad
de las fuentes alimenticias a través de su ruta migratoria, pero hay una parte de la
poblacién que estaria por debajo del valor de 1.00 de ICC, lo cual indicaria una
“pobre” condicion nutricional para estos individuos. Por lo tanto, seria incierto que
estos individuos pudieran llevar a cabo las demandas energéticas que implican las
diferentes etapas del crecimiento y desarrollo de los animales, entre ellas la

segregacion hormonal.

Las proporciones sexuales primarias (en neonatos) varian entre colonias y
nidadas, asi como durante el transcurso de una temporada de anidacion, pero estan
sesgadas hacia las hembras en casi todas las colonias (Hawkes et al. 2009),
algunos estudios sugieren que este sesgo no se mantiene en etapas posteriores
(Wibbels et al. 1993, Diez & Van Dam, 2003). Se ha observado que la proporcién
sexual en juveniles de las tortugas marinas tiene un menor sesgo hacia las hembras
de lo que se reporta en neonatos (Kichler et al. 1999, Jensen et al. 2006, Theissinger
et al. 2009, Hays et al. 2010, Joseph & Shaw 2011, Stewart & Dutton 2011, Wright
et al., 2012a, 2012b). Una posible explicacion podria ser la preferencia de habitat
entre ambos sexos, es decir las hembras se reclutan en zonas de forrajeo diferente
a los machos (Casale et al. 2002) o que los neonatos de las hembras sufren una
mayor mortalidad que los machos. Una posible hipotesis son los hallazgos en nidos
frios (probablemente nidos de produccion de machos), donde los neonatos de estos
nidos tenian un mejor rendimiento locomotor y mayor tamafio corporal en

comparacion con los neonatos de los nidos mas célidos, en donde se producirian
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méas hembras (Booth & Evans, 2011; Booth & Astill, 2001), consecuentemente,
habria un aumento en el rendimiento de la natacién y tamafio de los neonatos de
nidos frios (machos), lo cual podria reducir su exposicion relativa a la depredacion

en las proximas etapas de su ciclo vida (Janzen et al. 2000).

Varios estudios, sobre todo en el Atlantico y Caribe, han evidenciado la
feminizacion de diferentes poblaciones de juveniles de E. imbricata (Limpus, 1992;
Leon & Diez, 1999; Blanvillain et al. 2007) (Tabla 3). Solo en un caso (Diez & Van
Dam, 2003) en una poblacion de tortuga carey en el caribe (Puerto Rico) se estimo
una proporcion de sexos no sesgada hacia las hembras (0.8:1, H:M).
Recientemente, en la Bahia de Jiquilisco, El Salvador (Chavarria-Pérez et al. 2020)
evaluaron la proporcidon de sexos mediante la medicion de concentracion de
testosterona en plasma de juveniles de carey con la técnica de ELISA de T (Allen et
al. 2015), clasificando el sexo de cada individuo de tortuga carey respecto a los
intervalos de referencia de T que Allen et al. (2015) obtuvo para tortugas verdes
juveniles. Si bien en nuestro estudio no clasificamos el sexo de los juveniles con los
intervalos de referencia de T que Chavarria-Pérez et al. (2020) reportaron para
ambos sexos (7.7-77.20 pg/mL y 660-3083.20 pg/mL, para hembras y machos,
respectivamente) dado que consideramos que era mas 6ptimo usar un marco de
referencia de esta hormona que también fuera corroborada mediante laparoscopia,
pero en nuestra especie de estudio, E. imbricata (Blanvillain et al. 2007; Diez & Van
Dam. 2003; Geis et al. 2003), es importante destacar que los niveles de
concentracion de T que reportan para los machos juveniles de carey son tan altos
como los nuestros y muestran un amplio intervalo entre las concentraciones de T
cuando son medidas mediante la técnica de inmunoensayo (ELISA de T), asi como
con RIA. Esta constancia en los niveles elevados de T para machos juveniles de
carey concuerda con lo observado por Kobayashi et al. (2010) durante la medicién
de esta hormona durante dos afios consecutivos en el mismo mes, pero en juveniles
de carey que se encontraban en cautiverio en la isla de Ishigaki, Japén (Media de
1200 y 4800 pg/mL de T en 2007 y 2008, respectivamente).
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Aun desconocemos las razones de la inclinacion de los sesgos hacia un sexo,
en particular las hembras. Aunque la teoria de Fisher (1930) predice que la
produccion de ambos sexos deberia ser 1:1, es necesaria una presion selectiva
para que esto suceda, porque si un sexo se vuelve “mas escaso”, ese sexo tendria
mas oportunidades de reproducirse y por lo tanto contribuiria con una proporcion
mas alta de descendencia al acervo genético. El beneficio de ser el sexo “mas
escaso” debe continuar hasta que la proporcidn de sexo llegue a 1:1, una estrategia
estable evolutiva (Smith & Price, 1973). En los sistemas de determinacion del sexo
genético, los cromosomas sexuales parentales se recombinan de una manera
predecible para producir una proporcién de sexo aproximadamente equilibrada
(Hawkes et al. 2013). En sistemas donde la determinacion de sexo esta dada por
factores ambientales (por ej. La temperatura o el fotoperiodo) a menudo se produce
proporciones de sexos muy sesgados. Una posible explicacion del sesgo hacia
algun sexo en las zonas de alimentacion en las tortugas marinas, son las diferencias
en la preferencia de habitat entre machos y hembras. Investigaciones anteriores en
otros reptiles (cocodrilos recién nacidos y tortugas juveniles Chelydra serpentina)
han encontrado que el comportamiento térmico fue influenciado por la temperatura
de incubacion (Lang, 1987; O’Steen, 1998). Por ejemplo, los cocodrilos recién
nacidos incubados a temperaturas mas altas se introdujeron en gradientes térmicos
y seleccionaron un gradiente que mantuvo una temperatura corporal mas alta en
comparacién con sus contrapartes incubados a una temperatura mas baja. Ambos
estudios sugirieron que la seleccién de la temperatura puede influir en la eleccion
del habitat térmico y posiblemente se deba directa o indirectamente a la temperatura
de incubacion y, por lo tanto, al sexo de los animales. Debido a que el promedio de
la fluctuacion de temperatura superficial del agua en BM esta mas asociado al
gradiente térmico que produce mas machos de E. imbrica (<28 °C), es posible que
se capturaran mas machos que hembras de tortugas carey. No obstante, creemos
gue el numero de inmaduros de carey evaluados en este estudio es una muestra
representativa para la poblacion de BM por lo que se requieren mas estudios para

respaldar las diferencias de sexo en la preferencia de habitat de estos reptiles.
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Otra de las posibles explicaciones y no menos importante en el sesgo hacia
un sexo en la proporcion sexual (mayormente hembras) de las tortugas marinas es
el inminente incremento de las temperaturas globales, de hasta 2 °C, pronosticada
para el afio 2100 (IPCC, 2014), es razonable suponer que la temperatura en las
playas podria favorecer una mayor proporcion de hembras en todas las colonias de
tortugas marinas (Hawkes et al. 2007; Hays et al. 2014; Jensen et al. 2018). Por
esta razén la informacion sobre la proporcion de sexos obtenida durante largos
periodos de tiempo puede ayudar a comprender los impactos del cambio climatico
global en las poblaciones (Fuller et al., 2013). Ante la amenaza critica de peligro de
extincion que presenta E. imbricata en el OPO y los escenarios de incremento de
temperatura que podria llevar a la eliminacion de los machos de las tortugas marinas
(Janzen, 1994), resulta de mucha relevancia dar a conocer un sitio de alimentacion
en donde no solo habitan juveniles de carey, sino que se encuentren mas machos

que hembras como el caso de nuestra area de estudio.

Conclusiones y recomendaciones

La aplicacion de la técnica de ELISA de T resulta una opcién util para estimar el
sexo de las tortugas carey, no obstante, es necesario corroborar estos resultados
en las distintas poblaciones de forrajeo de la regién, recomendando la confirmacion
de esta clasificacién de sexo a través de laparoscopia. Y de esta manera poder
establecer un perfil hormonal consistente en los distintos grupos de edad de la

especie y confirmar la utilidad de la técnica para dicho fin.

La proporcion de sexo (1.45:1, M:H) muestra un sesgo inclinado a los machos de
los juveniles de carey, por lo que se podria considerar el Unico sitio de alimentacion

en el OPO gue hasta el momento ha mostrado este sesgo masculinizado.

El ICC promueve un “optimo” estado nutricional para estos inmaduros de tortuga
carey, tomando en cuenta que BM como muchas otras zonas de alimentacion son
parte de un corredor migratorio para esta y muchas especies marinas, lo observado

en el ICC para estas tortugas podria representar de manera indirecta la suma de
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disponibilidad de alimento en todas estas areas a lo largo de su distribucién. No
obstante, hay un numero de individuos en este estudio que se encontrarian en
pobres condiciones nutricionales, lo cual, indirectamente, promoveria la falta de

alimento a través de su ruta migratoria.

Bahia Matapalito representa un habitat importante que conecta las poblaciones de
tortugas marinas del Pacifico Oriental, este estudio muestra que en su mayoria los
juveniles de carey agregados a area de alimentacién fueron machos. Ante la
amenaza del cambio climatico y los constantes reportes de feminizacién para la
especie que se encuentra en peligro critico de extinciéon, estos resultados ofrecen
una perspectiva distinta y esperanzadora para la especie. Por lo se resalta la
importancia de la proteccion de la zona, que por ahora continlia sujeto a una alta

presion pesquera por parte de comunidades cercanas.
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CAPITULO II. Proporcién sexual de las tortugas verdes juveniles (Chelonia mydas)
de Bahia Matapalito en el Pacifico Norte de Costa Rica

RESUMEN

En afos recientes se dio a conocer un importante sitio de alimentacion para
las tortugas marinas Chelonia mydas, ubicado en el Pacifico Norte de Costa Rica,
con poco méas de un kilometro de didmetro, Bahia Matapalito (BM). La BM ha
resultado de gran importancia al albergar a juveniles y adultos principalmente de las
tortugas marinas C. mydas y Eretmochelys imbricata. Por lo que es imperativo
conocer la proporcién sexual y el estado de salud de la poblacién de tortugas verdes
juveniles presente en BM puesto que, son parametros importantes que permiten
estimar el crecimiento de la poblacion y desarrollar estrategias efectivas de
conservacion en el sitio de alimentacion. Por lo tanto, este estudio tuvo como
objetivo principal conocer la proporcién de sexos de los juveniles de C. mydas
mediante la determinacion del sexo de los individuos a través de la concentracion
de testosterona (T). Se utiliz6 un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA) resultando que de un total de 33 juveniles (< 85 cm de LCC), se estimo el
sexo de 22 hembras (39.7 £ 23.9 pg/mL) y 7 machos (2056.70 + 2461.8 pg/mL).
Ademas, fueron 4 individuos juveniles a los que no fue posible asignales el sexo,
dado que se situaron en el intervalo de los “indefinidos” (155.30 = 30.3 pg/mL). La
proporcién sexual de los juveniles fue de 3.15:1 (H:M) mostrando un sesgo inclinado
hacia las hembras. El indice de condicién corporal mostré que todos los juveniles
se encontraban en un muy buen estado nutricional (> 1.20). La estimacion del sexo
fue estimada mediante un modelo de regresion logistica binaria, el cual se ajusté
con individuos de sexo conocido reportados con anterioridad para la region,
considerando como variables la edad, largo recto del caparazén y concentraciéon de

T, esta ultima resulté estadisticamente significativa (p < 0.01).

PALABRAS CLAVE

Costa Rica, Reptiles, Tortugas marinas, Chelonia mydas, Testosterona, ELISA,
Proporcion sexual.



29

INTRODUCCION

Alo largo de la costa del Pacifico Oriental, C. mydas se encuentra distribuida
en aguas costeras principalmente de México (Alvarado & Figueroa, 1990), pero
también en El Salvador (Marquez, 1990), Costa Rica (Blanco, 2010), Ecuador (Pefa
et al. 2009) y Peru (Velez-Zuazo & Kelez et al. 2010). Costa Rica posee la tercera
colonia de anidacion mas importante de la regién del OPO posicionando al Pacifico
Norte costarricense como el area de anidacion mas importante para esta especie
en el istmo centroamericano (Cornelius, 1976; Drake et al. 2003; Blanco et al.
2012a; 2012b; Santidrian Tomillo et al. 2015a; Fonseca et al. 2018). Las tortugas
marinas son animales longevos con un ciclo de vida caracterizado por multiples
cambios de hébitat, incluido el uso directo de la tierra durante las actividades de
anidacion (McCauley et al. 2015), y zonas de forrajeo o sitios de alimentacion donde
se incorporan, después de un periodo de desarrollo en el océano, los ejemplares
juveniles, abandonando el habitat pelagico-oceanico e incorporandose a habitats
neriticos, cambiando su dieta y pasando a adquirir una alimentacién bentdnica
(Bjorndal, 1980; Balazs, 1982; Musick y Limpus, 1997; Reich et al. 2007). Los
juveniles pueden permanecer en los sitios de alimentacion o forrajeo durante
periodos prolongados de hasta 20 afios (Limpus et al. 1994). Las éareas de
alimentacion de los juveniles y adultos se encuentran generalmente en aguas
costeras con profundidades de 2 hasta 20 m, pero también se ha registrado modos

de forrajeo en habitats pelagicos (Seminoff et al. 2008, Zarate et al. 2015).

En el Pacifico Norte de Costa Rica se ha evidenciado la existencia de zonas
de alimentacién fragiles y no protegidas donde forrajean en su mayoria tortugas
verdes y carey (Eretmochelys imbricata), encontrando tortugas verdes juveniles y
adultos en cuatro lugares: Cabo Blanco, Punta Coyote y Bahia Matapalito en el
Pacifico Norte y Golfo Dulce en el Pacifico Sur de Costa Rica (Heidemeyer et al.
2014; Chacon-Chaverri et al. 2015 a,b). Por otro lado, la informacion derivada de
transmisores satelitales ha mostrado que las aguas de Costa Rica son un corredor
bioldgico importante para la tortuga verde del Pacifico durante su migracion post-

anidatoria (Blanco et al. 2012a), ya que al menos una parte de la poblacion del
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Archipiélago de Galapagos transita por aguas costarricenses para llegar hasta sitios
de alimentacion en Nicaragua y Panama (Seminoff et al. 2008).

La poblacion de tortugas verdes de Chelonia mydas en el Pacifico esta
clasificada como en peligro de extincion por la Unién Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza (IUCN, por sus siglas en inglés) y es considerada
altamente vulnerable a la extincion (Seminoff, 2004). En la region del OPO, las
tortugas verdes enfrentan una amplia gama de amenazas relacionadas con la baja
e impredecible disponibilidad de recursos y presiones antropogénicas. Entre las
mas destacadas esta la pérdida de héabitat y la mortalidad tanto directa como
incidental, ademas del saqueo de huevos en los nidos, la matanza de individuos
adultos durante la anidacién, la degradacion del habitat por el desarrollo y
contaminacion de playas de anidacion y alimentacion (Alvarado Diaz et al. 2001;
Hays et al. 2003; Seminoff 2004; Fischer & Wolff 2006; Koch et al. 2006; Dapp et al.
2013; Senko et al. 2014); asi como el calentamiento global y el aumento de la
temperatura de las aguas del mar (Sarmiento-Devia et al. 2015). El calentamiento
global representa una amenaza potencial para las diferentes especies en el planeta.
Un grupo de especies que estan expuestos directamente a esta amenaza son los
reptiles con determinacion del sexo dependiente de la temperatura (TSD)
incluyendo todas las especies de tortugas marinas (Janzen et al. 1994; Mitchell &
Jenzen, 2010). En estas especies el incremento de la temperatura puede conducir
a proporciones de sexos sesgadas, que frente a la reduccion de un sexo puede
ocasionar dificultades para encontrar pareja, por lo tanto, a la imposibilidad de la

reproduccion y disminucion de la poblacion (Berec et al. 2001).

El sexo de todas las especies de tortugas marinas tiene una determinacion
dependiente de la temperatura de incubacién, por lo que el sexado mediante la
comparacion de secuencias geneéticas esta excluido (Wibbels, 2000). Estos reptiles
carecen de cromosomas sexuales y no se conocen diferencias genéticas
consistentes entre machos y hembras (Valenzuela et al. 2003), por lo que es
inherentemente dificil el uso de herramientas moleculares para este fin. El sexo se

determina durante el tercio medio de la incubacién, conocido como periodo
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termosensible, durante el cual las temperaturas de incubacion més frias producen
machos y las temperaturas més célidas producen hembras (Yntema & Mrosovsky,
1980; Mrosovsky & Pieau, 1991; Merchant-Larios, 1999). La informacién sobre la
proporcion de sexos obtenida durante largos periodos de tiempo puede ayudar a
comprender los impactos del cambio climatico global en las poblaciones (Fuller et
al. 2013). Para el afio 2100 se pronostica que la temperatura media global
experimente un aumento de 2.6 °C (IPCC, 2014), amenazando las playas de
anidamiento de un incremento en la temperatura de la arena ocasionando en las
nidadas de tortugas marinas un posible incremento en la mortalidad de los huevos
incubados y feminizacion de los neonatos, ya que, a mayor temperatura, mas

hembras son producidas (Morreale et al. 1982; Spotila et al. 1987).

Para conocer la proporcion sexual de los animales es necesario tener
conocimiento del sexo de los individuos que conforman la poblacion, en el caso de
las tortugas marinas, el sexo no se distingue en etapas inmaduras, solo se puede
distinguir en los adultos, los machos porque tienen colas largas y musculosas en
comparacion con las hembras (Wibbels, 1999). Entre los métodos mas frecuentes
y certeros que se han utilizado para determinar el sexo de las tortugas marinas esta
la laparoscopia (Wood et al. 1983), la cual se usa para observar el estadio de
desarrollo gonadal, requiere de capacitacion técnica y resulta sumamente invasiva.
También se ha utilizado el examen histolégico de las génadas de tortugas varadas
vivas o muertas (Maffucci et al. 2013), lo cual requiere del sacrificio del animal para
obtener la muestra gonadal o la necropsia. Del mismo modo, esta el andlisis
hormonal de la concentracion de testosterona (T) en el plasma sanguineo (Owens
et al. 1978). Los niveles circulantes de T en las tortugas marinas se han medido
generalmente mediante la técnica de radioinmunoensayo (RIA, Owens, 1997). Sin
embargo, se ha estandarizado una técnica inmunoabsorbente ligada a enzimas
para la medicion de la testosterona (ELISA de T) que consiste en la utilizacion de
un kit comercial, la metodologia de la ELISA de T es preferible a RIA porque no
requiere reactivos radiactivos, permisos especiales y equipos costosos (Owens et
al. 2012). La técnica de inmunoensayo ELISA tiene un menor impacto negativo y

con menos desafios logisticos, ya que solo implica la recolecta de muestras de
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sangre. Allen et al. (2015), demostraron que la técnica de ELISA de T para
evaluacion de testosterona, es una herramienta confiable y conveniente para la
evaluacion rapida del sexo de juveniles y adultos de C. mydas distribuidas en la
Bahia de San Diego en California, pero no para hembras reproductivamente activas,
ya que estas muestran niveles altos de esta hormona. A su vez, los mismos autores
han realizado la comparacion entre ambas metodologias, RIA y ELISA de T,
encontrando una correspondencia del 97% entre las dos técnicas, por lo tanto,
destacan que es confiable el uso de ELISA de T para la determinacion del sexo de

C. mydas y por ende la proporcién sexual.

La evidencia hormonal existente de las tortugas marinas indica que, como en
la mayoria de los vertebrados, los esteroides sexuales estan estrechamente
vinculados con los patrones reproductivos estacionales / anuales (Owens, 1997). En
las hembras que anidan, la testosterona parece mostrar una ligera disminucion con
cada episodio de anidacion, y es tipicamente mas baja después de la Gltima puesta
de la temporada (Owens, 1997; Whittier et al. 1997; Rostal et al. 1998). Morris
(1982), presenta una correlacion positiva entre la temperatura ambiente y los niveles
de testosterona en organismos juveniles, reforzando la idea de que machos
juveniles y subadultos con la edad segregan mas testosterona. El rango de
concentraciones de T para tortugas marinas machos y hembras, juveniles o adultos,
puede variar entre especies e incluso entre sitios de alimentacion dentro de una
especie (Wibbles, 1999; Blanvillain, 2011). Aunque se ha expuesto un alto nivel de
confianza en la clasificacién del sexo de las tortugas marinas mediante perfiles
hormonales, es necesario un enfoque que integre mas estudios en los sitios de
agregacion. Por lo que es recomendable que esta medicion vaya acompafiado de
algunos datos morfolégicos como el tamafo del caparazon y la longitud de la cola,
dado que la informacién sobre el estado reproductivo y el tamafio en la madurez
sexual, mejoran en gran medida la interpretacion de los resultados de los estudios

de proporciéon de sexos (Allen et al. 2015).

Del mismo modo y relacionado a medidas métricas un parametro de mucha

utilidad para conocer indirectamente el estado de salud de una poblacion es el
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indice de condicion corporal (ICC), una medida derivada de la relacion existente
entre el peso y la longitud recta del caparazon, la cual se ha utilizado como un
predictor indirecto del estado nutricional o estado de salud de los organismos de
multiples especies silvestres (Bjorndal et al. 2000; Velez-Zuazo et al. 2014). La
factibilidad de obtener el ICC y la informacion que puede brindar sobre el estado
nutricional hace importante poder estudiar este parametro en las zonas de
alimentacion de los individuos que habitan en estas areas, porque estima de manera
indirecta el estado de salud, pero también la disponibilidad de alimento en el sitio
(Bjorndal et al. 2000), el éxito reproductivo, la supervivencia y por ende la dinamica
poblacional de los organismos (Jones et al. 1999; Stevenson & Woods, 2006). En
diferentes estudios realizados en diferentes sitios de alimentacién del OPO (desde
América del Norte a América del Sur) se ha evaluado el ICC y subjetivamente se
considera que si los individuos muestran valores superiores a 1.20 de ICC se puede
indicar que se encuentran en una “muy buena” condicion nutricional (Thomson et
al. 2009; Flint et al. 2009), pero un valor de ICC menor a 1.00 permitiria vislumbrar
una “pobre” condicién nutricional en las tortugas marinas. Alvarez et al. (2017) ha
reportado valores superiores entre 1.19 y 2.02 en juveniles de C. mydas que se
encuentran en zonas de alimentacién de Bahia Salado en Chile, mientras que
Seminoff et al. (2003) han obtenido un ICC de 1.42 + 0.02 para tortugas verdes en
la peninsula de Baja California en México; a su vez Koch et al. (2007) estimaron
valores de 1.35 £ 0.13 en Bahia Magdalena, México; y Vélez-Zuazo et al. (2014) de
1.50 para tortugas verdes en El Nuro y Paracas, Perq.

Conocer algunos parametros demograficos como tasas de crecimiento,
sobrevivencia, reclutamiento, edad reproductiva y la proporcion sexual de cada
poblacion es esencial para el desarrollo de modelos poblacionales con propdsitos
de conservacion y manejo de especies clasificadas como amenazadas (Owens,
1997). Por consiguiente, en un contexto de conservacion para las tortugas marinas
hay una necesidad apremiante por obtener mayor informacion acerca de su
demografia y la proporcion de sexos. Este parametro estima el estatus y la dinamica
de la poblacion y los resultados permiten fomentar estrategias efectivas de

conservacion y un mejor manejo de la especie (Eckert et al. 2000). Ademas, la
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informacion sobre la proporcién de sexos obtenida durante largos periodos puede
ayudar a predecir los impactos del cambio climético global en las diferentes
poblaciones de tortugas marinas. Hawkes et al. (2007) sostienen que el aumento de
temperatura en las playas de anidacién podria estar feminizando poblaciones de
tortugas marinas y que, de ser ciertos dichos prondsticos, el calentamiento global
del planeta se perfila como un riesgo para estas especies. Ciertamente muchos son
los esfuerzos para conocer los cambios en las proporciones de sexo de estos
reptiles, pero a menudo se centran en las playas de anidacion, donde el sexo se
infiere mediante la temperatura de la arena del nido o el examen de histologia
gonadal y debido a la baja supervivencia después de la eclosion, no esta claro hasta
gué punto se conserva la proporcion de sexo en las siguientes etapas. Por lo tanto,
estudiar la proporcion de sexos en zonas de forrajeo o de alimentacion, donde se
congregan tortugas de diferentes etapas ontogénicas puede brindar mayor

comprensioén de la proporcion funcional de sexos de una poblacion.

En consecuencia, el presente estudio ha tenido dos objetivos principales, el
primero: conocer el estado nutricional de las tortugas verdes que habitan en una
zona de alimentacion del Océano Pacifico Norte de Costa Rica, con una
considerable frecuencia de juveniles de C. mydas, Bahia Matapalito. Esta medida
fue estudiada a través del ICC, dado que no hay evidencia de esta evaluacion para
este sitio de alimentacién, y resulta importante conocer si los individuos podrian
estar en condiciones nutricionales apropiadas para continuar con su desarrollo
ontogénico y si indirectamente podrian contar con los recursos alimentarios
necesarios. Asi mismo, otro de los objetivos de este estudio ha sido estimar la
proporcién sexual de las tortugas verdes juveniles presentes en esta area de
forrajeo mediante la técnica ELISA de T, que ya ha sido evaluada y estandarizada
con anterioridad en una poblacién de la misma region del OPO. De igual forma la
obtencion de las concentraciones hormonales en adultos de estas tortugas marinas,
permitira reforzar los valores de referencia reportados en esta hormona para la
especie, de modo que ayudara a conocer mas sobre el comportamiento hormonal
en estas etapas ontogeénicas de los individuos de C. mydas. Por lo tanto, toda la

informacion obtenida en este proyecto, resulta relevante para la formulacion de
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futuras estrategias, gestiones de conservacion y mejoras en el manejo de estos
individuos en la zona del Pacifico Norte de Costa Rica, especie que, como se
menciono al inicio, desde hace algunos afios se encuentra amenazada de peligro

de extincion.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio y muestreo.

En este estudio se realizaron multiples giras de campo de manera irregular
entre marzo del 2018 y julio del 2021, durante el 2020 no fue posible realizar las
giras planeadas debido a las restricciones provocadas por la pandemia del SARS-
CoV-2. Estas giras de campo permitieron la recopilacion de la informacién
morfométrica de cada individuo de C. mydas, asi como la toma de sangre y tejido
en la aleta para sus respectivos andlisis en laboratorio. Todos los juveniles de
tortugas verdes, asi como los adultos capturados en agua son provenientes de
Bahia Matapalito (BM), ubicado en el Pacifico Norte de Costa Rica. BM (10 ° 56’ 06”
N, 85 ° 47’ 42” W) esta ubicado al este de la entrada a Bahia Santa Elena, que
consiste en una pequefa entrada de menos de un kilometro de didmetro (figura 1).
En la bahia se observa el fondo arenoso con parches de coral dispersos hacia el
este, hacia el oeste el fondo alberga una gran comunidad de arrecifes de coral que
esta parcialmente expuesta durante la marea baja y que se extiende hasta la vecina
Bahia de Santa Elena. El sitio esta sujeto a una alta presion pesquera por parte de

comunidades pesqueras cercanas (Heidemeyer et al. 2014).

Capturamos las tortugas verdes a mano durante inmersiones de buceo en
zonas someras (5-10 m de profundidad) a lo largo de BM, se usaron redes de
enmalle y fueron colocadas en el agua y monitoreadas durante todo el muestreo en
campo. Las tortugas fueron trabajadas a bordo de la embarcacién y de no contener
etiquetas, fueron marcadas con tags metélicos, aplicados en la segunda escala de

cada aleta delantera. Una vez capturados usamos la medida de la longitud curva
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del caparazon (LCC) para estimar el estado de madurez. Antes de realizar las
mediciones morfométricas, extrajimos muestras de sangre del seno cervical
(volumen maximo < 3 ml/kg) colocando las tortugas en posicion esternal con la
cabeza dirigida hacia abajo para facilitar la extraccién de sangre, usamos agujas de
1.5 pulgadas calibre 21, desinfectamos el sitio de puncién con alcohol al 70%.
Depositamos la sangre obtenida en tubos de heparina de litio de 4 ml (Vacuette ®).
Al final del trabajo de campo, se obtuvo el plasma de cada individuo, centrifugamos
a 3000 rpm, durante 10 min. El plasma fue separado en alicuotas de 500 ul en
crioviales (Corning Inc.) y almacenado en un tanque con nitrdgeno liquido mientras
se trasladaba al Centro de Investigacion en Biologia Celular y Molecular en donde
se mantuvieron resguardados a -80 °C hasta la realizacion del ensayo. Los permisos
de este estudio han sido otorgados por Sistema Nacional de Areas de Conservacion
(SINAC) R-SINAC-ACG-PI-042-2019 y la Comision de Biodiversidad No. 206-2019.

indice de condicion corporal y LRC.

El indice de condicién corporal (ICC) fue calculado mediante la relacion del

largo recto del caparazén (LRC) y el peso corporal, denominada ecuacion K de

Peso corporal
RC3

Fulton: ICC = %X 10000 (Bjordal & Bolten, 2010). Este indice fue usado

como un indicador indirecto del estado nutricional o condicion de salud del animal
(Bjorndal et al. 2000; Velez-Zuazo et al. 2014). Fue necesario hacer la conversion

de la LRC a partir de la longitud curva del caparazén (LCC) usando la ecuacién

LCC —0.64
1.06

LRC = usando la férmula de Eguchi et al. (2012) aplicadas para C. mydas.

El LCC de cada individuo se obtuvo mediante la medicion realizada durante los
monitoreo de campo a través de una cinta flexible. Con el fin de proporcionar un
contexto para los valores obtenidos del ICC, se calcul6 el promedio en cada sexo y
ademas se compar0 con los criterios de categorizacion del ICC reportados por
Thomson et al. 2009; Flint et al. 2009 & Norton & Wyneken, 2015. Estudios en donde
se considerd que los animales con ICC superiores a 1.20 se encontraban en “muy

buenas” condiciones, los que tenian un ICC entre 1.11 y 1.19 estaban en “buenas”
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condiciones, los que estaban entre 1.00 y 1.10 eran “promedio” y los que se

encontraban por debajo de 1.00 como “pobre”.

Las tortugas fueron clasificadas como juveniles o adultos de acuerdo al
tamafio medio de anidacion (TMA) publicados en estudios de las poblaciones de
tortugas verdes a lo largo del Pacifico de Costa Rica, el cual se estima que es de
85 cm (Fonseca et al. 2013). Por lo tanto, se consideraron juveniles a los individuos
con LCC<TMAy adultos a las tortugas verdes con LCC>TMA (Seminoff et al. 2002a)
a excepcion de un macho adulto que tenia 84 cm de LCC, pero 43 de total de cola
y todas las evidencias morfoldgicas del mismo sexo.

Extraccion de la Hormona.

La extraccion de testosterona estuvo apegada al protocolo indicado por
Wibbels et al. (1987). De manera breve, se depositaron alicuotas de 500 yL de
plasma en tubos de vidrio agregando 4 ml de éter etilico anhidro (Merck KGaA,
Alemania) para extraer T del plasma (T puede estar unido a proteinas en la sangre).
Luego cada tubo de vidrio (con plasma y éter) fue colocado en nitrdgeno liquido en
donde la capa de plasma se congelo y la capa de éter (que contiene las hormonas)
se decant6 a un nuevo tubo de vidrio y se sec6 bajo una corriente constante de gas
nitrogeno (~ 20 min). Las muestras fueron reconstituidas con 1,1 ml de acetona al
100% (Merck KGaA, Alemania) para aumentar la eficiencia de extraccion (o
recuperacion de T de la muestra). Después de la reconstitucion de acetona,
alicuotas de 1 ml se secaron al aire durante la noche (~ 16 h) y se reconstituyeron
en 250 pl de solucién salina tamponada con fosfato 0,01 M (PBS) con albumina de
suero bovino al 0,1% (BSA, Amresco, Solon, OH), agitandolos en vortex durante 15
min y luego incubando en un bafio de agua durante 30 min a 4 °C.

Testosterona ELISA.

Para la determinacion de concentracion de testosterona (T) se utilizo un kit T
ELISA disponible comercialmente (Catalogo # ADI-900-065, ENZO Life Sciences,
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Plymouth, PA), cada muestra de plasma extraida y todas las muestras se
cuantificaron por duplicado. Los estandares (n = 7) de concentracién de T conocida
(7.81-2,000 pg / ml) se prepararon de acuerdo con el protocolo del kit de ensayo
usando PBS (con BSA) y, por lo tanto, PBS (con BSA) se us6 como ‘cero’ (BO)
estandar. Segun la casa comercial, el kit de T ELISA, (ENZO Life Sciences,
Plymouth, PA) tiene 100% de reactividad con testosterona, 14,64% de reactividad
con 19-hidroxitestosterona, 7,20% de reactividad con androstenediona, 0,72% de
reactividad con dehidroepiandrosterona, 0,40% de reactividad con estradiol, asi
como <0,001% de reactividad cruzada con estriol, corticosterona, cortisol, cortisona,
estrona, progesterona y pregenolona. Fue medida la densidad 6ptica para la
estimacion de T mediante un espectrofotometro Multiskan FC (Thermo Scientific) a
405 nm. Los resultados de las concentraciones de T se calcularon utilizando un

programa de ajuste de curvas logisticas de cinco parametros (My assays online).

Para obtencion de la proporcion sexual se utilizo la férmula 1:
A
P=- )

Donde:

A= numero de hembras y B= nimero de machos

Anélisis estadistico.

Se realizd estadistica descriptica mediante el software Minitab ® 20.4, en
donde se indicaron las medias, desviaciones estandar, intervalos maximos y
minimos para cada sexo de los juveniles de tortuga verde segun la asignacién de
sexo que se realizé mediante los intervalos de referencia testosterona obtenidos en

la misma especie en estudios previos de Allen et al. (2007, Tabla 4).

Se utilizé un modelo de regresion logistica binomial para discernir el sexo de
cada juvenil de C. mydas, el cual fue diseflado y automatizado en R por Flores-
Mora, (2021), el modelo fue ajustado usando valores de concentracion de

testosterona de juveniles y adultos de tortugas verdes con sexo conocido,
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publicados por Allen et al. 2015 (tabla 4), en donde se empled la misma técnica para
obtener T que se realiz6 en este estudio. El modelo de regresion logistica se ajusté
utilizando la funcién glm () (funcion del modelo lineal generalizado) en R (version
3.5.2). Un argumento en la funcion "glm" es "familia”, y elegimos la "familia binomial”
que se caracteriza por una funcién de enlace. La funcién de enlace predeterminada
para la familia binomial es "logit" y la evaluacion de la salida de la regresion es el
logaritmo de la razon de probabilidades (logit) y se da como log (P / (1-P)), donde P
es la probabilidad de clasificacion como "macho” y el denominador (1-P) es la
probabilidad de clasificacion como "Hembra" y, por lo tanto, el término "razén de
posibilidades". La salida general de la funcién glm tiene la forma a + b * x, donde a,
b y X representan la constante, el coeficiente y el valor de la variable predictora,
respectivamente. La clasificacion de datos, el clasificador, la curva ROC (En sus
siglas en inglés, receiver operating characteristic curve) y cualquier otro codigo
requerido para el modelo se realizé utilizando funciones integradas nativas de R sin
la ayuda de paquetes adicionales, lo que garantiza que cualquier plataforma R o R-
Studio estandar pueda ejecutar la secuencia de comandos (Flores-Mora, 2021). El
punto de corte Optimo se selecciond de acuerdo con Soureshjani & Kimiagari,
(2013), mientras que el AUC se calculé mediante la regla trapezoidal lineal. Con el
propésito de minimizar el error al estimar el AUC y el corte 6ptimo, se selecciond la
particion de corte en un Optimo 1/2000. El guion estd disponible como material

complementario o bajo pedido.

RESULTADOS

Durante 27 salidas de campo a Bahia Matapalito entre los afios 2018 y 2021
se recolectaron los datos de un total de 44 tortugas de C. mydas con LCC entre 45-
92 cm (72.21 = 13.35 cm, prom = SD). Los individuos juveniles capturados se
encontraban en reposo o alimentandose en las inmediaciones de la Bahia, los
adultos en su mayoria fueron capturados mediante la red de enmalle. Del total de

organismos muestreados, 33 fueron juveniles y 11 adultos. A su vez se obtuvieron
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8 muestras de plasma de las tortugas anidadoras en la Isla San José con LCC entre
82-96 cm (87.21 £ 5.31 cm, prom % SD).

indice de condicion corporal.

El indice de condicion corporal (ICC) es una medida derivada de la relacion
existente entre el peso y la longitud de un organismo. A partir de esta relacion se
calculo del ICC de las tortugas verdes juveniles de BM, para la estimacion de este
pardmetro fue necesario el calculo de la longitud recta del caparazon (LRC)
mediante el LCC de cada individuo de tortuga verde juvenil (67.62 £ 11.65 cm, prom
+ SD) y adultos capturados en agua (87.81 + 2.09 cm, prom = SD). En lo que
respecta a las hembras adultas capturadas en agua el LRC obtenido fue de 87.38

+ 2.16 cm (prom = SD) y para los machos adultos de 82.22 + 5.05 cm (prom £ SD).

En el caso de las C. mydas juveniles de este estudio la asignacion del sexo
de fue estimada mediante los niveles de concentracion de testosterona encontradas
en estos individuos para este grupo de edad. Por lo tanto, se observo que el LRC
las hembras juveniles se encontraban en un intervalo (minimo-méaximo) de 41.85-
79.11 cm (63.67 = 10.44 cm, prom £ SD), mientras que los machos juveniles se
observaron relativamente mas pequefios que las hembras con un intervalo de
43.73-77.32 cm (62.78 + 13.04 cm, prom + SD). En relacion con el ICC se obtuvo
142 £ 0.22 y 1.53 £ 0.44 (prom = SD) para hembras y machos juveniles,
respectivamente. A pesar de que los intervalos de esta condicion (ICC) fueron
diferentes en ambos sexos, 1.16-2.22 (prom = SD) para hembras juveniles y 1.12-
2.71 (prom = SD) para los machos de esta misma edad. Por lo tanto, el ICC estimado
para ambos sexos favorecio a los machos juveniles (Tabla 5), pero en ambos casos
se obtuvo una “optima” condicion de estado nutricional (ICC > 1.20 segun la

categorizacion de Thomson et al. 2009; Norton &Wyneken, 2015)
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Tabla 5. Media + SD e intervalos del indice de condicién corporal (ICC) de tortugas verdes (C.
mydas) del Pacifico Norte de Costa Rica en diferentes grupos de edad.

JUVENILES ADULTOS
Hembra Macho Hembra Macho
ICC 1.42 £0.22 1.53 £0.54 1.22+0.09 1.18+0.23
INTERVALO DE ICC 1.16-2.22 1.12-2.71 0.97-1.22 1.02-1.36
N 22 7 9 2

Proporcién sexual de juveniles de tortuga verde de BM.

Primeramente, se obtuvieron los niveles de concentracion de testosterona (T)
de todas las tortugas verdes de BM, incluyendo adultos y juveniles, clasificando el
sexo de los juveniles mediante los niveles de referencia de T para este grupo de
edad obtenida por Allen et al. 2015, en donde asignaron como hembras a las que
presentaban concentraciones entre 4.1-113.1 pg/mL, como machos a los de 198.4-
2613 pg/mL y se nombraron “Desconocidos” a los que no se encontraron dentro de
los valores de concentracion de T de ambos sexos (113.2-198.3 pg/mL). Por lo
tanto, como se muestra en la tabla 6 y segun la clasificacion antes mencionada
obtuvimos 22 hembras juveniles [39.7 + 23.9 pg/mL (prom £ SD)] con un intervalo
de 15.83-104.7 pg/mL de T, 7 machos juveniles [2056.70 + 2461.8 pg/mL (media +
SD)] en un intervalo de 237.19-7494.6 pg/mL de T y 4 individuos “desconocidos”
con una concentracién de T de 155.30 + 30.3 pg/mL (media + SD) en un intervalo
de 121.29-192.90 pg/mL (Figura 4).
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Figura 4. Concentraciones de testosterona log y testosterona (pg/mL) de juveniles de tortugas
verdes (C. mydas) que se encontraban forrajeando en Bahia Matapalito en el Pacifico Norte
de Costa Rica. El estado de madurez ha sido clasificado de acuerdo al tamafio de largo curvo
del caparazoén (LCC).

Ademas, se obtuvieron las concentraciones de T de los adultos de C.
mydas, los cuales, pese a que ya era “conocido” el sexo de cada individuo, sirvid
para poder ajustar el modelo de regresion logistica junto con los individuos que
reportaron Allen et al. 2015, en total fueron 19 adultos, de los cuales resultaron 9
hembras adultas capturadas en agua [72.20 + 28.6 pg/mL (media + SD)] en un
intervalo de 17.74 — 114.6 pg/mL, 8 hembras anidadoras [50.87 + 37.66 pg/mL
(media £ SD)] en un intervalo de 5.87 — 114.48 pg/mL y 2 machos capturados en
agua de 101.94 - 481.90 pg/mL, el total de las tortugas analizadas en este estudio,

entre juveniles y adultos se puede apreciar en la figura 5.

Para conocer si la asignacion de sexos se realizo correctamente mediante
el intervalo de referencia de T (Allen et al. 2015) se realizé una regresion logistica
binaria, en donde se ajustd el modelo Unicamente con individuos de sexo conocido,
por lo tanto, se usaron 69 juveniles y 25 adultos entre machos y hembras de estudio

realizado por Allen et al. 2015 y 19 adultos evaluados en este ensayo.
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Figura 5. Concentraciones de testosterona (pg/mL) de muestras de plasma obtenidas en machos
y hembras de tortugas verdes (C. mydas) de diferentes grupos de edad que se encontraban
forrajeando en BM en el Pacifico Norte de Costa Rica. El estado de madurez ha sido clasificado
de acuerdo al tamafio de larao curvo del caparazén (LCC).

Asignacion de sexo através de regresion logistica

En la tabla 7 se indican los coeficientes de regresién logistica binaria, en
donde los datos de entrenamiento o ajuste de modelo estuvieron conformados
Gnicamente por individuos en donde el sexo era conocido. Para el modelo se
utilizaron 113 tortugas verdes en donde 44 fueron adultos y 69 eran juveniles,
distribuidos en 73.45% de hembras y el 26.55% de machos (Figura 6). Se realizaron
diferentes formas de entrenar el modelo, por ejemplo, solo con los individuos
juveniles conocidos, o incluso solo con los individuos del estudio de Allen et al.
(2015) y fue cuando se ajustdé con las 113 tortugas verdes que el criterio de
informacion de Akaike (AIC) obtuvo el puntaje mas bajo (29.87) y el punto de corte
de la curva ROC fue de 74.20 % (figura 7). La curva ROC es un parametro que sirve
para evaluar la bondad de la prueba, que mientras méas cercano sea a 1 (100%)

pero no menor a 0.5 (Hanley &McNiel, 1983), mayor es la confianza en esta prueba,
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es decir, la probabilidad de que la prueba clasifique correctamente el sexo de los
juveniles de C. mydas. El valor de ROC en esta prueba nos indica que es adecuada

para la estimacion del sexo de estos individuos de tortuga verde.

Curva ROC de la Regresidn Logistica Binaria con
corte=74.2%

Sensibilidad

T T .
00 02 04 06 08 10

1-Especificidad

Figura 7. Curva ROC de la regresion logistica binaria de muestras de
concentracion de testosterona de C. mydas.

La ecuacion de la regresion logistica de obtenida en este modelo fue sexo =
edad + LRC + Testosterona (Sexo= 0.26 — 0.05 + 6.19) (tabla 7). De las tres
variables mencionadas, fue la concentracion de testosterona la que resulto
estadisticamente significativa (< 0.01). La prediccion del sexo de los juveniles de
BM realizada a través del modelo de regresion logistica coincide al 100% con la
realizada mediante la asignacion de sexos de los intervalos de concentracion de
testosterona expuesta por Allen et al. (2015) para las tortugas verdes juveniles de
la Bahia de San Diego en California en USA.
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Tabla 7. Coeficientes de regresion logistica binaria del ajuste de modelo de juveniles y adultos de
C. mydas calculado en R. Todos los individuos utilizados en el ajuste son de sexo conocido.

Coeficientes de regresion logistica de tortugas C. mydas

Estimate Std. Error P
Intercept -10.7670 4.4545 <0.05
Edad 0.2644 1.8140 >0.05
SCL (cm) -0.0491 0.0474 >0.05
Testosterone log (pg/mL) 6.1936 1.5553 <0.01
AIC: 29.87

ROC: 74.20 %
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DISCUCION

Bahia Matapalito estd caracterizado por un fondo arenoso y extensas
formaciones de arrecifes de coral adyacentes que conecta la Bahia durante las
mareas altas con la Bahia San Elena al oeste. En la zona se ha observado la
presencia de tortugas verde y carey cubiertas por diferentes especies de cirripedos
y algas. Ademas de observar a estos reptiles descansando debajo de formaciones
de corales alo largo de la linea exterior que limita el arrecife desde el tramo arenoso,
exponiendo el extremo posterior de su caparazon (Heidemeyer et al. 2014).
Multiples giras de campo a la zona de forrajeo entre marzo del 2018-Julio 2021
permitieron la captura de 33 tortugas verdes juveniles, el LCC de los juveniles de C.
mydas encontrado en este estudio (67.62 £ 11.65) resulté parecido a lo encontrado
en esta especie en los sitios de forrajeo de Punta Coyote y Cabo Blanco (69.40 +
9.40y 67.67 £ 19.44 de LCC, respectivamente) al sur del Océano Pacifico en Costa
Rica (Heidemeyer et al. 2014), sitios que estdn dominados por tortugas verdes
juveniles y que presentan individuos cercanos al tamafio adulto como también se
observa en este estudio. Del mismo modo, en Golfo Dulce (Pacifico sur de Costa
Rica), una importante zona de alimentacién para diferentes especies de tortugas
marinas, incluida la tortuga verde del Pacifico Oriental (Chacdn-Chaverri et al.
2015a; Méndez-Salgado et al. 2020) se ha observado con frecuencia la presencia
de juveniles y subadultos (LCC entre 38-88cm), encontrandose un alto porcentaje
de subadultos (78.8 %) (Howell et al. 2021). Si en este estudio clasificaramos los
grupos de edad siguiendo a Howell et al. (2021) al sur de Costa Rica, obtendriamos
que el 56.80 % de los individuos capturados en BM serian subadultos (<88 cm de
LCC), ademas de que el 90 % de las tortugas verdes capturadas en la Bahia
estarian conformados por juveniles y subadultos, lo cual seguiria mostrando una
alta frecuencia de tortugas verdes juveniles en este sitio de alimentacién. Esta
distribucion de tamafios en estos juveniles de C. mydas posiblemente pudieran
reflejar sitios de alimentacion de desarrollo dominado por subadultos cercanos a la
madurez (Meylan et al. 2011). Por otro lado, en Bahia Salado, al norte de Chile se

reporté una agregacion compuesta Unicamente por juveniles donde los tamafios
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variaron entre 54-83.1 cm de LCC (Alvarez et al. 2017), muy similares a los
encontrados en este estudio, que, si bien la poblacién de BM no est4 compuesta de
una sola especie de tortuga marina y Unicamente por juveniles, hay un alto
porcentaje de los individuos (90 %) que si pertenecen a este grupo de edad. Las
clases de tamafio observadas en este estudio, no Unicamente son similares a las
encontradas en el Pacifico sur de Costa Rica, sino que son consistentes con la
estructura demografica de otros sitios de alimentacion reportados para la region
(OPO) como Baja California, las Islas Galapagos, al sur de Peru en Paracas y al
Norte y Sur de Chile en playa Chinchorro y Bahia Mejillones, respectivamente
(Seminoff et al. 2003; Vélez-Zuazo et al. 2014; Veliz et al. 2014 & Donoso et al.
2016).

El ICC ha sido ampliamente utilizado como referencia al estado de salud en
especies silvestres como la tortuga verde (Bjorndal et al. 2000; Labrada-Martagén
et al. 2010). En relacién con las tortugas verdes juveniles de BM se observaron
valores promedio de ICC 1.42 + 0.32, el cual fue superior al valor categorizado como
una “muy buena” condicion nutricional (ICC>1.20, Thomson et al. 2009; Flint et al.
2009 & Norton & Wyneken, 2015). Lo anterior podria poner de manifiesto,
indirectamente, que la poblacién mantiene un muy buen estado de salud y el habitat
adecuado para su alimentacion en torno a las zonas de forrajeo donde migra
(Bjorndal et al. 2000; Velez-Zuazo et al. 2014). Es decir, que un animal con una
buena condicién nutricional se considera tendrd mejores reservas energéticas para
hacer frente a las demandas de un crecimiento oportuno en comparacion con uno
en malas condiciones de este indicador (Sterling et al 2013). Los resultados de
nuestro estudio coinciden a los reportados para la regiéon del Océano Pacifico
Oriental, fueron muy similares a los reportados por Seminoff et al. (2003) donde
reportaron un ICC de 1.42 + 0.02 para las tortugas verdes en Baja California, México
y ligeramente superiores a los observados por Koch et al. (2007) de Bahia
Magdalena en el mismo pais (1.35 + 0.13). Por otro lado, el ICC de las tortugas
verdes de este ensayo fue relativamente menor en comparacion con los obtenidos
en “El Nuro” y “Paracas” (1.50 de ICC) en Peru (Vélez-Zuazo et al. 2014) e incluso

a los sefialados en Bahia Salado al norte de Chile (1.66 £ 0.25) los cuales han sido
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exhibidos como los valores mas altos de ICC para las poblaciones de alimentacion
al sur de OPO (Alvarez et al. 2017). Por lo tanto, los resultados observados en el
ICC de estas tortugas sugieren la disponibilidad de alimento en toda su ruta
migratoria, pero también que BM podria constituir un habitat favorable para esta
especie de tortuga marina. La buena condicion nutricional mostrada por estos
inmaduros de tortuga verde, ademas de su frecuencia en BM podria estar indicando
qgue el ecosistema local puede ser de gran importancia para su desarrollo, por lo
que se destaca la importancia de conservar los factores bidticos y abibticos

asociados en la zona.

Por otro lado, un factor ambiental que puede tener influencia en esta especie
ectodermo y afectar el comportamiento de este organismo, es la temperatura
(Spotila et al. 1997; Seminoff, 2000; Nichols, 2003; Koch et al. 2007). Seminoff et
al. 2008 ha sugerido que aguas < 25 °C pueden representar el umbral térmico por
debajo del cual las hembras adultas migratorias evitan activamente las aguas
superficiales en el OPO. No obstante, los umbrales térmicos para las tortugas
verdes juveniles en la region siguen siendo poco conocidos (Alvarez et al. 2017).
Se ha observado que las tortugas juveniles en Bahia Magdalena son menos activas
y forrajean durante invierno a los 18 °C (Koch et al. 2007), algo similar podria ocurrir
a los juveniles de la Bahia de San Diego en California, pero a temperaturas entre
12.8-18.3 °C durante el invierno (Allen et al. 2015) en donde se observa una menor
cantidad de individuos. De igual manera que en Bahia Salado en Chile en donde la
temperatura del mar desciende por debajo de los 13 °C durante la temporada fria,
pero se puede encontrar tortugas activas durante todo el afio (Brito et al. 2007,
Alvarez et al. 2017). En BM todas las tortugas verdes pudieran estar expuestos a
temperaturas alrededor de 28 °C entre mayo y noviembre y de 23 °C entre diciembre
y abril (Jiménez 2001; Alfaro et al. 2012). Debido a los eventos de surgencia, en BM
la temperatura superficial de agua de mar podria reducirse hasta 7 °C de la
temperatura promedio (Stuhldreier et al. 2015), incluso estudios mas recientes en el
Pacifico Norte de Costa Rica (Golfo de Papagayo) evidencia que la temperatura en
ambas temporadas ha incrementado relativamente entre 26.51 y 29.29 °C (Saravia-

Arguedas et al. 2021). En este estudio, nosotros observamos que la frecuencia de
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los juveniles de tortugas verde fue igual en ambas temporadas, tanto en los meses
donde la temperatura fluctu6 a 28 °C como a 22 °C. No obstante, en el caso de las
hembras adultas de C. mydas el patron de comportamiento fue distinto, pues se
encontraron mas individuos en la temporada donde la temperatura superficial de
agua de mar estaba a mas caliente (> 25 °C) lo cual coincide con lo observado por
Seminoff et al. 2008 para este grupo de edad.

En efecto, la temperatura juega un papel muy importante en la vida de todo
ser vivo, y la estacion en la cual se obtiene la muestra de plasma podria influenciar
en los niveles de concentracion de T. No obstante, en la Bahia de San Diego en
California, la investigacion sobre si la recoleccion de plasma en diferentes
estaciones del afio y temperatura de agua de mar (12.8-26.4 °C) podria tener un
efecto sobre la concentracién de T, no mostré un fuerte patrén por lo que sugiere
gue no hubo un efecto estacional para esta hormona (Allen et al. 2015). A su vez,
es necesario la recoleccién de muestras repetidas de los mismos individuos dentro
de por lo menos un afio para poder observar si existe alguna variaciéon en la
concentracion de T en diferentes estaciones (Allen et al. 2015). No obstante,
Kobayashi et al. (2010) realizaron la medicién de T en juveniles de E. imbricata
(carey) mes a mes durante dos afios consecutivos, y si bien hubo una variacion de
esta hormona dependiendo del mes o estacion, el patron fue similar en ambos afios,
observando las mas bajas o altas concentraciones en los mismos meses. En
nuestro estudio la frecuencia de tortugas verdes juveniles se dio durante todo el
afo, sin mostrar una preferencia a las mas bajas o altas temperaturas que se
podrian observar en la Bahia (22-29.29 °C). Por lo tanto, considerando la poca
influencia sobre la concentraciébn de T observado en juveniles que estuvieron
expuestos a mas bajas temperaturas, o incluso a la constancia de variacion de esta
hormona reportado en otra especie (Allen et al. 2015; Kobayashi et al. 2010)
creemos que la temperatura de esta zona de estudio dificilmente afectaria la

medicién de la concentracion de T en nuestros juveniles de C. mydas.

Para estudios sobre proporcién sexual en tortugas marinas es imperativo el

uso de métodos confiables y robustos. Se han utilizado diversas técnicas para
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determinar el sexo de estos reptiles, una de las mas precisas y costosas es
laparoscopia, la cual permite la observacion directa de las gobnadas y aunque no es
letal, si es un procedimiento invasivo y potencialmente peligroso para los
organismos si no se cuenta con el entrenamiento adecuado para ejecutar la técnica
(Wood et al. 1983; Limpus,1985; Delgado et al. 2010). En los ultimos afios y en
distintas especies de tortugas marinas se ha utilizado el analisis de los niveles de
testosterona en sangre, a través de la prueba de radioinmunoensayo (RIA) y ha sido
demostrada como apta para una identificacion fisiologica y molecular del sexo
(Owens et al. 1978; Wibbels et al. 1987; Wibbels, 1988; Owens, 1997), pero a pesar
de lo practico que resulta el sexado de las tortugas marinas con esta técnica, las
dificultades logisticas, el equipo caro y los permisos especiales para su ejecucion
no lo hacen muy factible para cualquier laboratorio. En relacion con las dificultades
que podria surgir para el analisis de T a través de RIA, Allen et al. (2015) proponen
como una alternativa confiable para la medicion de la concentracion de esta
hormona en plasma de C. mydas, la técnica de inmunoensayo (ELISA de T). El uso
de ELISA para calcular T y por lo tanto estimar el sexo en tortugas juveniles en sitios
de alimentacion es un método eficaz para detectar cambios o signos de
proporciones sesgadas y la validacién de la misma en diferentes zonas de forrajeo
e incluso distintas especies en todo el mundo permitira ampliar sustancialmente la
aplicacion del analisis de proporcién sexual en tortugas marinas (Allen et al. 2015).
En su mayoria el andlisis de hormonas y en especial de testosterona se ha realizado
mediante RIA, un estudio comparativo entre RIA y ELISA, demuestra que ELISA
tiene una excelente correspondencia (97 %) con RIA de T para proporcionar las

concentraciones de esta hormona para la determinacion del sexo (Allen et al. 2015).

Los niveles de concentracion de T facilitaron la clasificacion de 33 tortugas
verdes juveniles capturados en BM (Figura 2), 22 hembras, 7 machos y 4 individuos
sin poder asignar el sexo mediante la concentracion de T. Si bien es cierto que ya
han sido expuestos los primeros resultados de T para una poblacién juvenil de C.
mydas de la region del OPO (Allen et al. 2015), donde los datos no solo fueron
analizados por técnica de inmunoensayo sino comprobados a través de

laparoscopia, en este estudio también utilizamos un modelo de regresion logistica
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binaria para la asignacion de sexo. En nuestro estudio se consideraron tres
variables independientes para el modelo: Edad, LRC y Testosterona (p > 0.05, p=
0.057 y p < 0.001, respectivamente), donde fue claramente demostrado que la
variable mas importante de las tres fue T, lo cual cumple con el objetivo de
evidenciar la importancia del andlisis de T para la clasificacion del sexo en juveniles
de esta especie de tortugas marinas. No obstante, si necesitamos conocer el
tamafio del efecto de la variable, necesitariamos un tamafio de muestra mucho
mayor (n > 500) al que fue utilizado en este ensayo (N= 112), sobre todo para los
datos usados en el ajuste del modelo de regresion logistica (Bujang et al. 2018). Por
otro lado, la prediccién de sexo realizada a través del modelo de regresion logistica
binaria en donde se usaron datos de las tortugas verdes de Allen et al. 2015 (Tabla
4) y los adultos encontrados en agua de este estudio para el entrenamiento del
programa y el sexo estimado previamente con los niveles de concentracion de T
coinciden en su totalidad para los juveniles de tortugas verdes en ambos métodos,
lo cual indicaria que el modelo actia como un excelente clasificador. Ademas, la
curva ROC obtenida en la regresion logistica muestra que el modelo binario aqui
propuesto opera como un excelente clasificador. En otras palabras, este estudio nos
estaria mostrando una proporcion sexual de 3.15H: 1M, lo cual evidencia un sesgo
inclinado hacia las hembras en la poblacion de juveniles de C. mydas de BM. Estos
resultados coinciden con los sesgos inclinados hacia las hembras sefialados en
otros estudios donde se evaluaron hormonas (Bolten et al. 1992; Wibbels et al.
1993; Allen et al. 2015) y también los que estudiaron la proporcién sexual usando
laparoscopia (Wibbels et al. 1989; Limpus et al. 2009; Pilcher, 2010; Allen et al.
2015) (Tabla 8).
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Tabla 8. Proporcién sexual de diferentes sitios de alimentacion de C. mydas, incluyendo Bahia
Matapalito (Este estudio).

LUGAR N PROPORCION METODO REFERENCIA
SEXUAL (F:M)

Hawaii 66 1.0:0.96 Laparoscopia/necropsia Wibbels et al. 1993

Shoalwater Bay, Australia 738 1.74:1.0 Laparoscopia Limpus et al. 2005

Inagua, Bahamas 111 1.4:1.0 Hormonas en sangre Bolten et al. 1992

Heron Island, Australia 200 2.0:1.0 Hormonas en Wibbels et al. 1989
sangre/laparoscopia

Shoalwater Bay, Australia 637 3.26:1.0 Laparoscopia Limpus et al. 2005

San Diego, California 45 3.5:1.0 Testosterona Allen et al. 2015
ELISA/Laparoscopia

Sabah, Malaysia 75 4.0:1.0 Laparoscopia Pilcher, 2010

Clark Reef, Australia * 2.2:1.0 Laparoscopia Limpus et al. 2009

Bahia Matapalito, Costa 33 3.14:1.0 Testosterona ELISA Este estudio

Rica

Considerando que la proporcién sexual de tortugas verdes juveniles de BM
se mantuviera constante entonces esta zona de alimentacion estaria sesgada por
las hembras juveniles. Aun no se conocen datos sobre la proporcion sexual en otras
zonas de alimentacion del Pacifico de Costa Rica, aunque si se han identificado
algunas zonas de forrajeo en el Pacifico Sur de Costa Rica por ejemplo en Punta
Coyote, Cabo Blanco y Golfo dulce, donde se identifican en su mayoria juveniles de
tortugas verdes (Heidemeyer et al. 2014, Chacén-Chaverri et al. 2015a; Mendez-
Salgado et al. 2020). Sin embargo, en comparacién con otros sitios de alimentacién
de juveniles de C. mydas a nivel mundial (Tabla 8) el sesgo de las tortugas de BM
(3.15H: 1.0M) apenas estaria por debajo de la Bahia de San Diego, California (3.5H:
1.0M) que actualmente es reportado como el sitio como el mas alto sesgo hacia las
hembras en la region del Océano Pacifico Oriental, a su vez esta proporcion sexual

seria de las mas altas reportadas para tortugas verdes juveniles a nivel mundial.
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Se pueden hallar diversas razones para explicar la presencia de los sesgos
de las hembras en las poblaciones de forrajeo, una de las mas citadas son las
proporciones de sexos de los neonatos inclinados hacia las hembras (Wibbels,
2003). No obstante, la estimacion de la proporcion sexual en los neonatos no es tan
posible sin sacrificar al animal para observacion de gbénadas o mediante la
estimacion de las temperaturas en el microambiente de incubacién (Mrosovsky &
Yntema, 1980; Standora & Spotila, 1985), de tal manera que las elevadas
temperaturas tienden a promover sesgos en las proporciones sexuales con una
generacion mayoritaria de hembras (Santidrian et al. 2015). Los resultados de
algunos estudios en zonas de forrajeo sugieren que la proporcion sexual en
juveniles y subdultos de tortugas marinas mantendria un sesgo inclinado hacia las
hembras (Wibbels et al. 1991; Owens, 1997; Limpus et al. 2005, 2009; Pilcher, 2010
& Allen et al. 2015). Sin embargo, el determinante clave de la viabilidad de la
poblacion no es la proporcién sexual de los neonatos, sino la proporcion sexual
operativa (PSO), que es la proporciéon de machos y hembras que estan listos para
aparearse en un momento dado (Berglund 1994). Hays et al. 2010 observaron que
las tortugas marinas macho regresan para reproducirse con mas frecuencia que las
hembras y que la PSO en las areas de reproduccion esta mucho menos sesgada
por las hembras de lo que se espera. Aunque el aumento de la frecuencia de
reproduccion de las tortugas macho ayudara a mitigar los impactos negativos del
cambio climatico y por tanto feminizacion en las poblaciones de tortugas marinas,
una reduccion en el nimero de tortugas macho reducird en Ultima instancia las

probabilidades de persistencia de la poblacion.

Otra posible explicacion del sesgo de las hembras en las zonas de forrajeo
son las diferencias en la preferencia de habitat entre machos y hembras, ya que se
ha evidenciado como el comportamiento térmico y la elecciéon de las zonas de
alimentacion de estos reptiles puede ser influenciado por la temperatura de
incubacion, es decir, hay una tendencia de elegir gradientes térmicos relacionados
a la temperatura a la cual fueron incubados (Lang, 1987; O’'Steen, 1998). En BM la
temperatura promedio varia en 26 °C por lo que resulta poco probable la preferencia

de algun sexo para el sitio debido a este factor ambiental. Ademas de las dos
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razones anteriores del posible sesgo de hembras también se podria considerar la
periodicidad migratoria a las zonas de reproduccion, las hembras de tortuga verde
podrian reproducirse aproximadamente cada 2 o 3 afios, mientras que los machos
podrian hacerlo cada temporada (Limpus et al. 1994; Marquez-Millan 1982), lo cual
podria provocar la ausencia de los machos adultos en la bahia, no obstante, en este
estudio evaluamos juveniles, los cuales aln no se encuentran en la etapa

reproductiva, y por lo tanto es poco probable que el sesgo sea por esta causa.

Finalmente, una de las amenazas mas preocupantes para esta especie de
tortuga marina y en general de cualquier otra especie con determinacion del sexo
dependiente de la temperatura (TSD) es la que representa el calentamiento global
para la biodiversidad en todo el mundo, que puede conducir a proporciones de
sexos sesgadas (Janzen, 1994; Mitchell & Jenzen, 2010). Se espera que las
temperaturas medias mundiales aumenten entre 1 y 3.7 °C hasta el 2100 (IPCC,
2014) y aunque hay registros fosiles de tortugas de hace 120 millones de afios que
indican que estos reptiles han sobrevivido a varias fluctuaciones climaticas en el
pasado (Reisz & Laurin, 1991; Cadena & Parham, 2015) no esta claro si las
especies de tortugas marinas existentes podran adaptarse al cambio climético
actual debido a la lenta rotacién de la generacion se ha dudado que la evolucion
pueda ser lo suficientemente rapida (Jensen et al. 2018). El calentamiento global
provoca proporciones sexuales de neonatos cada vez mas sesgadas por las
hembras debido a la TSD y temperaturas de incubacion de nidos mas calidas
(Poloczanska et al. 2009; Jensen et al. 2018). Aun no estd completamente claro
hasta qué punto este proceso de feminizacién que se observa en neonatos afectaria
a los otros grupos de edad de las poblaciones de tortugas marinas (Hays et al.
2017), dado que se ha observado que la PSO o reproductiva podria estar mas
equilibrada de lo que se observa en las areas de anidacién. Wright et al. (2012)
utilizaron un analisis de parentesco de muestras de neonatos de la tortuga Caretta
caretta para estimar el nUmero de machos reproductores que engendran nidadas
de un numero conocido de hembras, encontrando que, si bien la proporcion de sexo
de neonatos era del 95% de hembras, la PSO esa solo del 42% de hembras. Dicho

lo anterior y considerando que el intervalo de remigracién es mas corto para los
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machos adultos (Limpus, 1993; Limpus et al. 2005; Hays et al 2014), las
proporciones de sexos de neonatos sesgados hacia las hembras se traducen en
PSO mucho mas equilibradas. Del mismo modo, Lasala et al. (2013) utiliz6 este
mismo andlisis de parentesco con tortugas C. caretta que anidan en un sitio en
Georgia, EE. UU., la PSO era solo un 27% de hembras. De manera similar, para las
tortugas verdes que se reproducen en Heron Island, Australia, se han utilizado
censos con drones y barcos para estimar una PSO de 39% y 49% de hembras
respectivamente (Yaney-Keller et al. 2021) a pesar de las estimaciones de neonatos
altamente feminizados. Por consiguiente, aunque las proporciones de sexo en los
sitios de anidacion estd dominado por las hembras en las poblaciones de tortugas
marinas en todo el mundo, hasta ahora los estudios informan PSO mucho mas
equilibrados y, por lo tanto, es posible que los machos no estén tan limitados como

se pensaba anteriormente (Arendt et al. 2021).

Blechschmid et al. (2020) estudiaron un modelo estocastico basado en
individuos de generaciones superpuestas, donde el propdsito principal del modelo
era predecir la probabilidad de supervivencia y la proporcion de sexos de la
poblacién de C. mydas de la Gran Barrera de Coral del norte (hnGBR) ante diferentes
escenarios climaticos, evolutivos y de conservacion, considerando el destino de la
poblacién bajo temperaturas constantes entre 25 °C y 38 °C, modelando cuatro
trayectorias de temperatura durante los préximos siglos. Los resultados de su
modelo muestran posibilidades interesantes para los esfuerzos de conservacion
destacando que la profundidad del nido fue el mecanismo de evolucion que mas
promovié la supervivencia de la poblacién mientras que la filopatria a las playas de
anidacion llevaria a la extincién a la especie. De acuerdo con las predicciones de
su modelo, un aumento adicional de 0.5 °C, elevando la temperatura de referencia
de los nidos a 30.6 °C, representa una amenaza para la supervivencia de la
poblacién. Por lo tanto, las medidas de conservacion antropogénicas pueden apoyar
la supervivencia de la poblacién, razén de peso para suponer que la informacion de
cada sitio de alimentacion de las tortugas marinas respecto a la proporcion sexual
de los individuos en ella, servira para predecir las preocupaciones de conservacion

ante el calentamiento global, resultando vital para inferir el estado de la poblacion y
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la supervivencia de cada sexo. Los estudios fisiolégicos, como determinaciones
hormonales, pueden proporcionar informaciébn demogréfica valiosa para la
conservacion de vertebrados marinos (Labrada-Martagdn et al. 2014) y el
conocimiento de las proporciones sexuales de cada poblacion de tortugas marinas
y la inclusién de la misma en los planes de manejo y gestion nos podria brindar la
oportunidad de mejoras en la estrategia de conservacion de estas especies.

Conclusiones y recomendaciones

El uso de la técnica ELISA en T es util para estimar el sexo en las tortugas verdes
juveniles, no obstante, el rango de la concentracion de testosterona entre ambos
Sexos es muy cercano, por lo que surge la necesidad de ampliar mas la base de
datos con mas estudios utilizando esta técnica, para de esta forma sea mas

consistente el perfil hormonal en los diferentes grupos de edad de esta especie.

La determinacion del sexo de las tortugas marinas mediante hormonas,
acompafiadas de andlisis estadisticos como regresiones logisticas, resultan
eficientes para estimar el sexo de estos reptiles, y tienen potencial de ser una
alternativa para determinar el sexo sin recurrir a una verificacion por laparoscopia.
Pero es sumamente importante la existencia de una base de datos suficientemente
robusta para el entrenamiento del programa. Las bases de datos publicas facilitarian
el trabajo, pero a pesar de la existencia de multiples estudios donde se determiné
el sexo con testosterona son escasos los que comparten los resultados obtenidos

en cada individuo.

Este estudio muestra una proporcion sexual de 3.15H: 1M, lo cual evidencia un
sesgo inclinado hacia las hembras en la poblacion de juveniles de C. mydas de BM,
sin embargo, una posible explicacibn para un sesgo femenino en zonas de
alimentacion pudieran ser las diferencias en la preferencia de habitat entre machos

y hembras, asi como la diferencia en sus ciclos migratorios.

El'ICC nos habla de un “muy buen” estado nutricional para estos juveniles de tortuga

verde, tomando en cuenta que BM como muchas otras zonas de alimentacion son
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parte de un corredor biol6gico para esta y muchas especies marinas, lo observado
en el ICC para estas tortugas podria representar la suma de disponibilidad de

alimento en todas estas areas a lo largo de su distribucion.
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CAPITULO lIl. Origen natal de las tortugas Chelonia mydas y Eretmochelys
imbricata (Testudines:Cheloniidae) en una zona de forrajeo en el Pacifico norte de
Costa Rica”

RESUMEN
Las tortugas marinas suelen pasar un importante periodo de sus vidas en las

llamadas zonas de forrajeo, lugares donde distintos grupos etarios se congregan
para alimentarse y crecer. El origen natal de las tortugas marinas que se congregan
en la mayoria de esos sitios contindia siendo desconocido, aunque se sospecha que
estas areas pueden albergar tortugas de multiples origenes. Bahia Matapalito, en el
Pacifico Norte de Costa Rica, recientemente fue identificada como sitio de forrajeo
de Chelonia mydas y Eretmochelys imbricata, por lo tanto, examinamos los origenes
natales de esta zona de alimentacion. En este estudio, se analizaron secuencias de
la regién control de ADN mitocondrial (776 bp) en ambas especies. Un total de 27
individuos de C. mydas fueron capturados, y sus secuencias relacionados mediante
BLAST a 12 haplotipos previamente reportados. El haplotipo mas comun fue el
CmP4.6, seguido de CmP8.1 y CmP97.1 (n=5, 4y 4, respectivamente). Al realizar
un analisis de poblaciones mixtas se observé que la mayoria de las tortugas verdes
tienen su origen natal en el Océano Pacifico Oriental (OPO, 77.5%), pero también
estaria conformado por individuos que realizan una migracion transpacifica (22.5%)
provenientes de colonias del Pacifico central y occidental. En contraste, secuencias
de 25 individuos de E. imbricata capturados en Bahia Matapalito produjeron 5
diferentes haplotipos, predominando el haplotipo EilP74 (n=18), seguido de EilP106
y EilP115 (n=2y 1, respectivamente). El analisis de poblaciones mixtas mostr6 que
todos los individuos de carey tienen su origen natal en el Pacifico Oriental,
exhibiendo asi, un patron de filopatria natal de forrajeo. Estos resultados muestran
la importancia de Bahia Matapalito como sitio de alimentacion, al hospedar
agregaciones de tortugas marinas de multiples origenes natales, asi como su

conectividad con las diferentes colonias dentro y fuera del Pacifico Oriental.
PALABRAS CLAVE

ADN mitocondrial, region control, haplotipos, filopatria natal de forrajeo
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INTRODUCCION

La mayoria de tortugas marinas existentes, familias Cheloniidae vy
Dermochelydae, presentan migraciones de largas distancias, que va de cientos a
miles de kildbmetros (Bolten, 2003). En general, se sabe que estos reptiles pasan
parte de su ciclo de vida en una etapa pelagica temprana en el océano, conocida
como “los afios perdidos”, seguida de una etapa neritica (<200m de profundidad)
en la que los juveniles “tempranos” se asientan en las zonas de alimentacién
(Meyland, 1982; Monzon-Arguello et al. 2010). Una vez alcanzada la madurez
sexual, que tarda décadas en adquirirse, estas especies migran desde las areas de
alimentacion a las areas reproductivas. Estas ultimas suelen estar distanciadas
geograficamente, aunque para algunas especies, como Natator depressus y
Lepidochelys kempii, la zona reproductiva y de anidamiento se encuentran menos
alejadas de las zonas de alimentacién dado a un rango migratorio mas restringido
(Australia y Golfo de México, respectivamente) (Carr, 1987; Ceballos-Fonseca,
2000; Bolten, 2003; Jensen et al. 2013). Ademas, la fidelidad natal que caracteriza
a estas especies, origina areas reproductivas (colonias) genéticamente
diferenciadas; en contraste con las areas de alimentacion, las cuales suelen estar
conformadas por individuos de diversos origenes natales (Bowen & Karl, 2007,
Jensen et al. 2013).

Comprender los patrones de movimiento y su conectividad, que son
caracteristicas clave de la historia de vida resulta fundamental para el conocimiento
bésico de estos animales marinos, asi como para su manejo y conservacion,
especialmente si se considera que todas las especies de tortugas marinas estan
altamente amenazadas y que una mala gestiébn puede conducir a su extincion
(Botsford et al. 2003; Semlitsch &Bodie, 2003; Sutherland et al. 2004 & Edwards et
al. 2013). Las tecnicas moleculares han jugado un papel importante en la
comprension de los movimientos de especies marinas dificiles de estudiar, incluidas
las tortugas marinas (Avise, 1998). Los primeros estudios de genética de poblacién
en tortugas marinas fueron hechos en playas de anidacién de las tortugas

cabezonas Caretta Caretta y la tortuga verde C. mydas mediante electroforesis de
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proteinas (Smith et al. 1977), mostraron una baja diversidad genética, lo cual se
repetiria en estudios posteriores empleando ADNmit y ADN nuclear (Avise et al.
1992, Karl et al. 1992, Martin & Palumbi, 1993). Este bajo nivel de variacion genética
llevo a la mayoria de los investigadores a confiar en la region control del ADNmit
para las evaluaciones de la poblacion (Bowen & Karl, 2007). El ADNmit de tortugas
marinas y de vertebrados en general, consiste en una molécula circular de doble
cadena entre los 16 y 17 Kpb la cual codifica para 22 ARNt, 2 ARNr, 13 proteinas,
y una region mayor no codificable (region control, D-loop) la cual contiene sefiales
para la transcripcién y replicacion mitocondrial (Avise, 1994; Boore, 1999;
Drosopoulou et al., 2012). La regién control del ADNmit, debido a la herencia
materna, se caracteriza por una elevada tasa evolutiva y una mayor proporcioén de
varianza genética entre poblaciones que los marcadores con herencia biparental
(Cann, Stoneking & Wilson, 1987). La tasa de mutacién generalmente es mas alta
en el ADNmt que en el nuclear (Ballard & Wirlock, 2004).

Los diversos estudios realizados en la region control del ADNmit, han
mostrado una gran diversidad de haplotipos, los cuales han sido ampliamente
utilizados para delimitar la estructura de cada colonia de anidacion (stock) en
unidades de manejo y los patrones de dispersion en las tortugas marinas (Bowen et
al. 2007; Dutton & Squires, 2008; Bowen & Karl, 2000; Naro-Maciel et al. 2007,
Bowen & Avise 1995; Dethmers et al. 2006). Ademas, estos resultados se han
utilizado posteriormente para estimar la contribucion de cada stock en las zonas de
alimentacion mediante distintos enfoques, entre ellos el analisis de poblaciones
mixtas (APM) (Lahanas et al. 1998; Bolker et al. 2003). EI APM, utiliza la informacién
genética obtenida de los haplotipos identificados en los diferentes stocks o colonias
de anidacion para estimar la contribucion de cada uno a las distintas areas de
forrajeo de las tortugas marinas, y asi conocer sobre el reclutamiento y movimiento
de estas especies en cada agregacion (Bass et al. 1996, Bowen et al. 1996, Dutton
et al. 2008, Watanabe et al. 2011, Jensen et al. 2016). Una de las contribuciones
mas importantes de APM ha sido la confirmacién de que las areas de alimentacion
a menudo estdn compuestas por individuos que se originan en multiples

poblaciones de anidacién (Jensen et al. 2013).
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Para las tortugas verdes del Océano Pacifico Oriental (OPO) se han
estudiado distintas colonias para establecer los haplotipos més frecuentes en cada
stock. Los principales estudios se han realizado en las Islas Revillagigedo y Colala
en México, asi como en tres playas de anidacion en el Pacifico norte de Costa Rica
(Nombre Jesus, Isla San José y Playa coloradas) y en Islas Galapagos en Ecuador
(Fonseca et al. 2013; Dutton et al 2014a; Heidemeyer, 2015). En el caso de las
tortugas carey Eretmochelys imbricata, las principales colonias establecidas para el
OPO son en EIl Salvador (Los Cobanos, Bahia Jiquilisco y Punta Amapola) y en
Nicaragua (Estero Padre Ramos, Aserradores y Southern Rivas), seguida de
México (Costa Careyes), y en menor frecuencia las establecidas en las zonas de
anidacion de Costa Rica (Peninsula de Osa), Panama (Peninsula de Azuero) y
Ecuador (Machalilla e Isla San Cristébal) (Gaos et al. 2016).

El comportamiento de dispersion especifico de las tortugas marinas entre las
zonas de alimentacion y las playas de anidacion, no esta definido (Jensen et al.
2013). El modelado de simulacion de particulas y el seguimiento satelital de tortugas
de neonatos sugieren una variedad de vias de dispersion a lo largo de miles de
kilometros, lo que indica que el asentamiento en areas de alimentacion puede ocurrir
en escalas espaciales extremadamente grandes (Blumenthal et al. 2009; Hays et
al. 2010; Gaspar et al. 2012; Putman & Mansfield, 2015). Las zonas de alimentacion
generalmente son geograficamente distintas de las zonas de reproduccion o
anidacion, pero constituyen &reas criticas para la conservacion de todas las

especies de tortugas marinas (Anderson et al. 2013).

En afios recientes, se ha observado un ndmero considerable de tortugas
marinas forrajeando en Bahia Matapalito, un sitio ubicado en el Pacifico Norte de
Costa Rica (Heidemeyer et al. 2014). En este lugar, es frecuente encontrar
agregaciones de juveniles de la tortuga verde y la tortuga carey. En este estudio,
analizamos secuencias la region control del ADNmit de tortugas verdes y carey que
se encontraban forrajeando en Bahia Matapalito. El objetivo principal del presente
estudio fue evaluar la distribucion de ambas especies respecto a sus colonias

natales y la conectividad que hay entre varias unidades de manejo (colonias) hacia
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esta bahia. Se pretende que la informacion obtenida pueda contribuir a la toma
decisiones para mejoras en las estrategias de conservacion y manejo gestionadas
para las zonas de alimentacién, considerando que tendran efectos proporcionales
en cada una de las colonias que contribuyen al agregado de alimentacion, siendo

ambas especies de tortugas marinas, amenazadas de peligro de extincion.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio

El sitio de estudio incluye Bahia Matapalito (BM) ubicada en las coordenadas
(10 ° 56’ 06” N, 85 ° 47’ 42” W), al este de la entrada a Bahia Santa Elena, en el
Pacifico Norte de Costa Rica, BM consiste en una pequefia entrada de menos de
un kilometro de didmetro (Figura 1). En la bahia se observa el fondo arenoso con
parches de coral dispersos hacia el este, hacia el oeste el fondo alberga una gran
comunidad de arrecifes de coral que esta parcialmente expuesta durante la marea
baja y que se extiende hasta la vecina Bahia de Santa Elena. Extensos
afloramientos rocosos que exponen grandes plataformas durante la marea baja
bordean la costa, con parches de arrecifes dispersos y una serie de pequefas
playas de arena, como Playa Avellanas y Playa Lagarto. El sitio esta sujeto a una
alta presion pesquera por parte de comunidades pesqueras cercanas (Heidemeyer
et al. 2014).

Realizamos un total de 27 giras de campo a Bahia Matapalito, entre marzo
del 2018 y julio del 2021. Individuos de distintos grupos de edad de tortugas marinas
C. mydas y E. imbricata fueron capturados y para cada uno de ellos se recopilaron
parametros morfométricos (Anexo Il), asi como la toma de sangre y tejido en la aleta
para sus respectivos analisis en laboratorio. Las tortugas verdes y carey fueron
capturadas a mano durante inmersiones de buceo en zonas someras (5-10 m de
profundidad) a lo largo de BM. Las tortugas fueron trabajadas a bordo de la

embarcacion y de no contener etiquetas, fueron marcadas con tags metalicos,
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aplicados en la segunda escala de cada aleta delantera. Una vez capturados
usamos la medida de la longitud curva del caparazon (LCC) para estimar el grupo
de edad al que pertenecian. Para realizar la extracciéon de ADN mitocondrial de cada
individuo de ambas especies fue necesaria la obtencion de muestras de tejido, se
obtuvo una parte pequeina de aproximadamente 0.5 cm? del tejido muscular de la
segunda escama en una de las aletas traseras, cada muestra fue cortada con una
hoja estéril de bisturi desinfectando la zona con alcohol antes de realizar el corte,
en cada toma de tejido se procurd el menor impacto posible en las tortugas. Cada
muestra fue almacenada en tubos de 1 ml con agua salina saturada o etanol al 95%
y luego fueron transportadas al Centro de Investigacion en Biologia Celular y
Molecular en donde se mantuvieron resguardados a -4 °C hasta la realizacion del
ensayo. Los permisos de este estudio han sido otorgados por Sistema Nacional de
Areas de Conservacion (SINAC) R-SINAC-ACG-PI-042-2019 y la Comision de
Biodiversidad No. 206-2019.

Grupo de edad

Las tortugas verdes y carey fueron clasificadas como juveniles o adultos de
acuerdo al tamafio medio de anidacion (TMA). En el caso de la C. mydas fueron
clasificados segun la TMA publicados en estudios de las poblaciones de tortugas
verdes a lo largo del Pacifico de Costa Rica, el cual se estima que es de 85 cm
(Fonseca et al. 2013). Por lo tanto, se consideraron juveniles a los individuos con
LCC<TMA y adultos a las tortugas verdes con LCC>TMA (Seminoff et al. 2002a) a
excepcion de un macho adulto que tenia 84 cm de LCC, pero 43 de total de cola 'y
todas las evidencias morfologicas del mismo sexo. Las tortugas E. imbricata fueron
clasificadas como juveniles o adultos de acuerdo al TMA publicados en estudios de
las poblaciones de tortugas verdes a lo largo del OPO, el cual se estima que es de
81 cm (Liles et al. 2011). Por lo tanto, se consideraron juveniles a los individuos con
LCC<TMA (81 cm) y adultos a las tortugas verdes con LCC>TMA. Con excepcién

de la hembra adulta que tenia 77.50 cm de LCC, la cual fue encontrada anidando.
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Extraccién de ADN

Para la extraccion de ADN en los tejidos de ambas especies de tortugas
marinas se utilizé un protocolo de digestion con proteinasa K seguida de extraccion
con buffer incluyendo cloruro de litio (LiCl) propuesto por Axayacatl Rocha y
modificado por Julia Azanza (Ver anexos).

En todas las muestras se verifico la pureza del ADN obtenido por medio de
espectrometria verificando las curvas 260/280 y 260/230 en equipo Nanodrop™
2000c (Thermo Fischer Scientific).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacion de la regién control (D-Loop) de ADN mitocondrial (ADNmit)
se llevé acabo por medio de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Para las tortugas verdes, C. mydas, se utilizaron los primers LCM15382 (5'-
GCTTAACCCTAAAGCATTGG-3) y H950g (5-GTCTCGGATTTAGGGGTTTG-3),
en el caso de las tortugas carey, E. imbricata, se usaron los primers LTEI9
(GGGAATAATCAAAAGAGAAGG-3’) y H950 (GTCTCGGATTTAGGGGTTT-3’), en
donde se obtuvieron fragmentos de aproximadamente 900 pb mediante el método
de la PCR (Abreu-Grobois et al., 2006).

La reaccion de PCR fue de un volumen total de 25 uL por cada tubo de
muestra, contenia una mezcla de 12.6 uL de agua para PCR, 1.3 uL de dNTP’s (2.5
mM), 2 uL de MgClz (2 mM), 2.2 uL de cada primer (10 mM), 2.5 uL de buffer de
PCR 1X (+KClI, - MgClz; Thermo Scientific), 1 U de Taq polimerasa (recombinante 5
U/ul: Thermo Scientific) y 2 ul de ADN extraido en cada muestra de tejido.

Las reacciones de PCR se efectuaron en un termociclador Applied
Biosystems® 2720 Thermal Cycler, usando el siguiente perfil de amplificacion: Una
fase inicial de la desnaturalizacién de ADN a 94 °C durante 2 minutos, seguido de
30 ciclos de 3 fases: 1. Desnaturalizaciéon a 94 °C por 30 segundos, 2. Fase de
alineamiento de primers a 52 °C durante 30 segundos y 3. Fase de ampliacion del
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ADN (polimerizacion de primers) a 72 °C por 60 segundos; y por ultimo una fase de
extension final a 72 °C durante 7 minutos (Heidemeyer, 2015).

Para determinar el éxito de la amplificacion, los productos de PCR de cada
muestra fueron separados en un 1.2% de gel de agarosa utilizando electroforesis a
90 V por 45 minutos, y controles negativos (sin ADN). Cada uno de los productos
de PCR fueron enviados a la empresa Molecular Cloning Laboratory (MCLAB), para

su purificacion y posteriormente su secuenciacion.

Analisis de datos

Las secuencias obtenidas fueron editadas y alineadas manualmente con el
programa BioEdit Sequence Alignment Editor version 7.2.5 (Hall, 1999). Todas las
secuencias se cortaron a una longitud estandar de 776 bp y fueron alineadas
usando el algoritmo CLUSTALW implementado en BioEdit. Posteriormente se
compararon con las secuencias reportadas en la base de datos del NCBI (National
Center for Biotechnology Information) para todas las tortugas verde y carey (tabla 1
y 2) mediante la herramienta de busqueda de alineamiento basico local BLAST
(NCBI) para determinar su identidad y de la misma forma, identificar los haplotipos
correspondientes a cada muestra. Se evalud la variacién genética de la poblacion
utilizando valores descriptivos empiricos como diversidad de haplotipos (h) y
diversidad de nucleétidos (11) (Nei, 1987). Estos valores fueron obtenidos usando el

programa DNAsp version 6.12.03 (Rozas et al. 2003).

Se realiz6 un analisis de poblaciones mixtas (APM) utilizando el enfoque
bayesiano implementado en el paquete MIXSTOCK en R (Bolker, 2012). EI APM es
una metodologia estadistica para inferir el origen mas probable (la contribucién de
cada colonia o stock) de los individuos de una especie migratoria que coexisten en
un area de agregacion (Pella & Milner, 1987). Los métodos estadisticos
implementados en el paquete MIXSTOCK se describen en Bolker et al. (2003) y
Pellay Masuda (2001), el cual es un método numérico mediante cadenas de Markov

Montecarlo (MCMC), en donde el MCMC toma las frecuencias haplotipicas de los
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datos originales y con informacion y asunciones a priori sobre la distribucion de los
parametros, genera valores aleatorios y plausibles de estos. Las colonias de origen
gue se usaron para la construccion del stock de cada una de las dos especies fueron
las ya reportadas para la tortuga verde y carey en la region del OPO (Tablas 9y
10). Usamos el enfoque centrado en la zona de alimentacion para estimar la
distribucidon posterior con intervalos de confianza del 95% de proporciones
desconocidas de colonias de ambas especies. Es decir, la proporcion del stock de

tortugas marinas verde y carey de BM que se origina en las colonias distintas.

RESULTADOS

Chelonia mydas
Grupos de edad en C. mydas

Se recolectaron un total de 44 muestras de tortugas verdes agregadas en BM
con LCC entre 45-92 cm (72.21 £ 13.35, promedio = SD). Cada uno de los
individuos juveniles capturados se encontraban en reposo o alimentandose en las
inmediaciones de la Bahia. Del total de individuos muestreados de tortuga verde,
33 fueron juveniles y 11 adultos. Solo fue posible extraer ADN y secuenciar la

muestra de 21 juveniles y 6 adultos de tortuga verde.
Andlisis de ADNmit en C. mydas

Mediante la secuenciacién de la region control del ADNmit de 27 tortugas
verdes que se encontraban agregadas en Bahia Matapalito se identificé la presencia
de 12 haplotipos previamente reportados para esta especie (Figura 8). Los
haplotipos en juveniles de C. mydas encontrados en este estudio fueron CmP4.6
(n=3), que junto con el CmP1.1 (n=1), CmP4.1 (n=1) CmP8.1 (n=3), han sido
reportados como parte del linaje genético en zonas del centro y norte del OPO.
También se hallaron los haplotipos CmP5.1 (n=1) y CmP17.2 (n=1) que son
considerados endémicos de Michoacan, México y del Pacifico de Costa Rica,

respectivamente. De igual forma fueron identificados 3 haplotipos que ya han sido
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reportados en zonas de alimentacién, pero no en zonas de anidacién, por lo tanto,
se les conoce como “huérfanos”™ CmP49.9 (n=1), CmP109.1 (n=1) y CmP132.1
(n=2). Finalmente se observaron los haplotipos CmP97.1 (n=4), CmP65.1 (n=3) los
cuales han sido reportados para linajes genéticos del Pacifico central occidental.
Ademas, se identificaron en hembras adultas los haplotipos CmP4.6 (n=2), CmP4.1
(n=2), CmP4.7 (n=1) y en un macho adulto el haplotipo CmP8.1.

En los 12 haplotipos identificados para las tortugas verde de BM,
encontramos que la diversidad haplotipica (h) fue alta (0.896 + 0.021, promedio +
SD) y la diversidad nucleotidica (1) fue moderada (0.026 + 0.003, promedio + SD).

Andlisis de poblaciones mixtas (APM) en C. mydas

Para el analisis de poblaciones mixtas aplicado a los individuos de C. mydas
que forrajeaban en los alrededores de BM se utilizaron como colonias fuente o
stocks la frecuencia relativa reportadas de 8 poblaciones anidadoras del Pacifico
Oriental y 2 colonias del Pacifico central (Hawaii), estas ultimas debido a la
presencia de haplotipos de estas colonias en el Pacifico oriental (Tabla 9). La
contribucion obtenida del APM indico que la zona de alimentacién estd compuesta
en su mayoria (48.6%) por tortugas verdes que tienen su origen natal en el Pacifico
de Costa Rica (Tabla 11). El linaje mas frecuente encontrado fue el de la Isla San
José que tuvo una contribucion del 20.2% (IC, 0-72.6%), seguido de playa Colorada
con un 18.6% (IC, 0.00-57.9%) y también de la costa pacifica de Costa Rica con
una contribucion del 9.8% (IC, 0-68.58) playa Nombre de Jesus. A su vez el linaje
de Colala, en Michoacan, México muestra una contribucion del 11.2% (IC, 0-35.9%),
dos localidades de Galapagos, Las Bachas y las Salinas, con un 8.4% y 7.7%,
respectivamente. A su vez, se encontré una contribucion del 7.2% de Islas Marshall
ubicada en el Indo-Pacifico. Igualmente se obtuvo una contribucion del 6.2% y 5.3%
de La Samoa Americana y la Polinesia Francesa, respectivamente, ubicadas en la

region del Pacifico Sur (Figura 10).
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Figura 10. Contribucion obtenida del andlisis de poblaciones mixtas para C. mydas en Bahia Matapalito.
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Eretmochelys imbricata
Grupos de edad en Eretmochelys imbricata

Se recolectaron un total de 33 tortugas E. imbricada con LCC entre 34.5-92
cm (44.39 + 12.88 cm, promedio = SD) que se encontraban forrajeando en BM.
Cada uno de estos reptiles fue capturado mientras se encontraban en reposo o
alimentandose en la Bahia, a excepcion de la hembra adulta que se encontraba
anidando. Del total de las tortugas carey muestreadas, 31 fueron juveniles (41.79 +
7.61 cm de LCC) y 2 adultos, un macho y una hembra anidadora (92 cmy 77.5 cm
de LCC, respectivamente). No obstante, solo fue posible obtener ADN y secuenciar

la muestra de 23 juveniles y lo 2 adultos de tortuga carey.

Anélisis de ADNmit en E. imbricata

A través de la secuenciacion de la region control del ADNmit de 25 tortugas
carey agregadas en BM se logré identificar un total de 5 diferentes haplotipos
(Figura 9) previamente reportados. El mas frecuente fue el EilP74 (n=18) que
incluye los 2 adultos de esta especie en este estudio, este haplotipo esta
relacionado con areas de anidacion en las costas del Pacifico Americano Central
del OPO. Se identific6 el haplotipo EilP106 en 2 juveniles, el cual ha sido
relacionado con zonas de anidacion de Bahia Jiquilisco en El Salvador, y Estero
Padre Ramos en Nicaragua. A su vez se relacion6 un juvenil con el haplotipo
EilP115, el cual ha sido reportado solo zonas de anidamiento de la Peninsula de
Osa en Costa Rica. Se encontraron dos haplotipos “huérfanos”, EilP132 (n=3) y
EilP133 (n=1), ambos se han relacionado con juveniles forrajeando en el Pacifico

colombiano.

Para las tortugas carey que se encontraban forrajeando en BM se
encontraron 5 haplotipos diferentes, en los cuales observamos que la diversidad
haplotipica (h) fue alta (0.543 = 0.119, promedio + SD) y la diversidad nucleotidica
fue moderada (0.002 + 0.003, promedio £ SD).
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Andlisis de poblaciones mixtas (APM) en E. imbricata

Para el andlisis de poblaciones mixtas (APM) de las tortugas E. imbricata que
se alimentaban en la zona de forrajeo de BM se utilizaron como colonias “fuente” o
“stocks” 11 poblaciones de zonas de anidacion previamente estudiadas en el
Pacifico Oriental (Tabla 10). En la Tabla 12 se observan los resultados del APM, el
cual permitio identificar que los dos sitios que mas contribuyen en esta zona de
alimentacion, son individuos de carey que aparentemente tienen su origen natal en
Peninsula de Osa del Pacifico costarricense, 40.23% (IC, 0-97.64%) y la Peninsula
de Azuero en Panama con 37.74% (IC, 0-95.81%). Otra de las colonias que se
observé que contribuye con individuos a esta zona de alimentacion es el Southern
Rivas de Nicaragua con 12.81% (IC, 0-88.74%). Finalmente, otra colonia que ha
mostrado una contribucién en BM es Bahia Jiquilisco en El Salvador con 3.76% (IC,
0-20%) (Figura 11).



Contribucion del Stock de E. imbricata en el
Pacifico Oriental

m Costa Rica ™ Panama M Nicaragua

W El salvador ™ Ecuador | México

Figura 11. Contribucion obtenida del andlisis de poblaciones mixtas para E. imbricata en Bahia Matapalito.
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DISCUSION

Origen natal Chelonia mydas

Este estudio es el primer ensayo sobre origen natal que se realiza en una
zona de alimentacion identificada en la parte continental del Pacifico de Costa Rica,
tanto para la tortuga verde C. mydas, como para la tortuga carey E. imbricata,
proporcionando informacion relevante sobre la conectividad de las agregaciones de
esta area respecto a las colonias del OPO y colonias del Pacifico Occidental.
Nuestra diversidad haplotipica resulto similar a lo observado en inmaduros de C.
mydas evaluados en las zonas de forrajeo de Playa Chinchorro y Bahia Salado de
Chile (0.860 = 0.002) (Alvares-Varas et al. 2022). Sin embargo, la diversidad
exhibida en Bahia Matapalito (BM) fue alta en comparacion a lo reportado en
agregaciones de juveniles en zonas de forrajeo de la Isla Gorgona en Colombia
(0.300 + 0.080), Hawaii (0.464 + 0.018), Isla del Coco en Costa Rica (0.476 £ 0.078)
y Palmyra Atoll en USA (0.619 + 005) (Amorocho et al. 2012; Dutton et al. 2008;
Heidemeyer, 2015; Naro-Maciel et al. 2014).

La mayoria de los haplotipos identificados para C. mydas en Bahia Matapalito
corresponden a colonias de anidacién descritas en El Pacifico Oriental, destacando
CmP4.6, CmP8.1y CmP4.1. Este ultimo es considerado como un haplotipo regional
ancestral y abundante en el OPO (Dutton et al. 2014a), pero también se ha
identificado en agregaciones del Pacifico central (Atolén Palmyra; Naro-Maciel et al.
2014). El haplotipo CmP4.6 ha sido relacionado principalmente a colonias de Costa
Rica y Galdpagos (Dutton et al. 2014a; Chaves et al. 2017) pero también fue
frecuentemente observado en inmaduros agregados en Islas del Coco
(Heidemeyer, 2015). Dos de los haplotipos encontrados (CmP5.1 y CmP17.2) son
considerados endémicos pues habian sido reportados solo en sitios de anidacion
de Colala, Michoacan en México y en Playa Colorada y Nombre de Jesus en Costa
Rica (Dutton et al. 2014a). Por otro lado, se encontraron varios haplotipos
previamente reportados en colonias del Pacifico Occidental. Asi, CmP65.1 fue
encontrado en las Islas Marshall, Samoa Americana y la Polinesia Francesa (Dutton

et al. 2014b); CmP97.1 ha sido reportado en zonas de forrajeo de Atolon Palmyra
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(Naro-Maciel et al. 2014), pero también en las colonias de anidacion de la Polinesia
Francesa. Este ultimo haplotipo se clasifica como un clado del Océano Indico
Occidental y el Océano Pacifico Sudoccidental (Boissin et al. 2019). Tres otros
haplotipos (CmP49.9, CmP109.1 y CmP132.1) han sido reportados a bajas
frecuencias en las zonas de alimentacion del Atolon Palmyra en el Sur-central

Pacifico, pero se desconocen las colonias del origen natal (Naro-Maciel et al. 2014).

Como se desprende de nuestro APM, la mayor contribucion al stock genético
de C. mydas en BM, a partir de colonias del OPO, siendo la Isla San José y Playa
coloradas de Costa Rica las que predominaron. Este patron de conectividad en
donde los haplotipos encontrados en las agregaciones de forrajeo tienen su origen
en las colonias de anidamiento préximas también ha sido observado en otros sitios
de alimentacién para esta especie en Ecuador (Machalilla y Galapagos; Chaves et
al. 2017) y Hawaii (Dutton et al. 2008). Un dato que resulta relevante en nuestro
estudio es la contribucion haplotipica de colonias geograficamente lejanas
(>10000km) ubicadas en Pacifico occidental, como lo son las colonias alrededor de
Islas Marshall, Samoa Americana y Polinesia Francesa, cuyos haplotipos también
han sido identificados en sitios de alimentacion de Islas del Coco (Costa Rica) e Isla
de Pascua (Chile) (Heidemeyer, 2015; Alvarez-Varas et al. 2022). Ademas, los
haplotipos “huérfanos” encontrados en BM también han sido reportadas en
agregaciones del Pacifico Occidental, por lo que, aunque no disponemos de sus
frecuencias natales en esta region podemos suponer que tienen su origen en ella.
En consecuencia, lo anterior podria representar evidencia de un reclutamiento
transpacifico entre las tortugas verdes, sugiriendo que la conectividad entre las C.
mydas del Pacifico son espacialmente mas grandes de lo que se pensaba para la
especie, aunque ya ha sido observado en otras especies de tortugas marinas

(Caretta caretta: Bowen et al. 1995, Dermochelys coriacea: Dutton et al. 2000).

Dutton et al. 2014b sefialan que no hay evidencia de haplotipos compartidos entre
el Pacifico Oriental y Occidental, presuntamente debido por una ruptura
fitogeografica al oeste del archipiélago hawaiano hace 300, 000 afios. Distinto de lo

gue se observa con las poblaciones del Pacifico occidental, las colonias de
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nidificacion de Hawaii (Pacifico Central) estiman una baja contribucion para este
estudio (3.9%) a BM, sin embargo, también se ha reportado en bajas frecuencias
en tortugas verdes que forrajeaban en sitios de alimentacion de las Islas Galapagos,
Islas del Coco y Gorgona (Zarate et al. 2007; Heidemeyer, 2015; Amorocho et al.
2012) y en colonias de Isla Revillagigedo en México. La contribucién estimada de la
regién central y occidental del Pacifico hacia BM sugiere una mayor conectividad
entre estas poblaciones, por lo que investigaciones mas exhaustivas que incluyan
las raices clave del Pacifico y nuevos marcadores genéticos deberia proporcionar
estimaciones mas precisas de la composicion de la poblacién y la conectividad entre
las poblaciones de anidacion y las de forrajeo (Bolker et al. 2007; Dutton & Frey,
2008; Hansen et al. 2007).

Origen natal de Eretmochelys imbricata

En las tortugas E. imbricata que se encontraban forrajeando en BM se
observo una diversidad haplotipica moderada y similar a los hallazgos en las areas
de alimentacion en Isla Espiritu Santo de México (0.538 + 0.034) y Southern Rivas
en el pais vecino de Nicaragua (0.0523 £ 0.105) (Gaos et al. 2018). A su vez, estos
resultados contrastan con los reportados para colonias nidificantes en Golfo Dulce
(Pacifico sur de Costa Rica), en donde se exhibe una baja diversidad (0.314 + 0.071)
y en el Parque Nacional Natural Gorgona (Colombia) (0.285 * 0.196) (Truijillo-Arias
et al. 2014; Gaos et al. 2018). Aunque la diversidad genética que se observa en los
individuos de carey de BM es moderada, méas del 80 % de la poblacién estudiada
aqui en esta especie de tortuga tienen su origen natal en colonias del Pacifico
Oriental, principalmente en stocks de América central y la otra parte ha sido

identificada en zonas de alimentacién con posible origen natal en la region.

Para las tortugas carey que se encontraban forrajeando en BM se
identificaron 5 haplotipos, todos previamente reportados en la region del OPO, el
haplotipo con mayor frecuencia relativa (n=18) fue el EilP74, el cual es considerado
como exclusivo de las colonias del Pacifico oriental, que primeramente fue

identificado en inmaduros de las zonas de alimentacion del Pacifico Colombiano
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(Trujillo-Arias et al. 2014), y posteriormente fue relacionado con las colonias de
anidacion que en su mayoria eran playas de costa abiertas de Nicaragua, Costa
Rica, Panama y Ecuador, siendo mas frecuente en Costa Rica (Peninsula de Osa)
(Gaos et al. 2016). Por otro lado, este haplotipo también fue identificado en sitios de
alimentacion de las Islas Howikcks en la Gran Barrera de Coral, Australia (Jensen
& Bell, 2016), pero solo ha sido reportado su origen natal en las colonias del Pacifico
Centroamericano, entonces, a menos que se descubran colonias de anidacién en
otras partes del Pacifico que alberguen el haplotipo EilP74, los neonatos de carey
pueden estar emigrando fuera del OPO. La dispersion de estas crias hacia el oeste
desde América central podria ser factible a través de las corrientes Ecuatoriales del

norte o sur junto con las corrientes de California y Pert (Gaos et al. 2016).

Adicionalmente se observd la presencia del haplotipo EilP106 en dos
individuos, el cual ha sido identificado exclusivamente en hembras anidando en
estuarios de manglar, en colonias de El Salvador y Nicaragua. Este haplotipo ha
sido reportado con una alta frecuencia relativa en estas colonias (Gaos et al. 2016),
pero a pesar de la cercania de estas colonias con BM este haplotipo solo fue hallado
en 2 juveniles de carey en este sitio de alimentacion. Una de las colonias que mas
contribuye a los individuos observados en BM es la ubicada en la Peninsula de Osa,
la cual ha sido la Unica en reportar también al haplotipo EilP115 (Gaos et al. 2016),
mismo que se identificé en un individuo en este estudio. De la misma manera se
identificaron dos haplotipos “huérfanos” (EilP132 y EilP133) en 4 individuos de
carey, los cuales ya han sido reportados en areas de forrajeo, principalmente en
Colombia y Panama (Trujillo-Arias et al.2014; Gaos et al. 2018), seguido de sitios
de alimentacion en Oaxaca y el Golfo de California en México (Gaos et al. 2016;
Zuniga-Marroquin et al. 2017). Aunque se desconoce el origen natal de estos
haplotipos, es razonable asumir que estos individuos podrian tener su origen en
alguna colonia de México o América Central, considerando la estrecha relacion con
los haplotipos recuperados en estas areas de anidacion (Zufiga-Marroquin et al.
2017).
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En BM se identificaron 3 haplotipos de los 7 reportados para E. imbricata en
la region del Pacifico Oriental (Gaos et al. 2016). Esta cantidad de haplotipos es un
numero bajo para el stock de la region, en contraste a los ya conocidos en colonias
del Indo-Pacifico (52 haplotipos) y las del Caribe (23 haplotipos), que son regiones
con mayor cantidad de colonias estudiadas y mas estables en comparacion con las
tortugas carey del Pacifico Oriental (Vargas et al. 2015; LeRoux et al 2012; Monzén
Arguello et al. 2011). Lo moderada diversidad observada aqui no resulta novedosa
si se considera que la regién del OPO alberga colonias pequefias, estimando que
al menos 5 de las 9 colonias identificadas hasta el momento, estdn compuestas por
menos de 20 hembras, y las més grandes, Bahia Jiquilisco (El Salvador) y Estero
Padre Ramos (Nicaragua) de solo 155 y 210 hembras anidadoras, respectivamente
(Gaos et al. 2010; Altamirano, 2014; Liles et al. 2015).

A diferencia de lo que se observa en los individuos de las tortugas de C.
mydas en BM, donde se estiman contribuciones importantes del Pacifico central y
Occidental hacia esta poblacion, todas las tortugas de E. imbricata agregadas a esta
bahia tendrian su origen natal en la regién del Pacifico Oriental. Mediante el APM
se estimd que la contribucién mas alta fue de las colonias anidadoras de América
central provenientes de La Peninsula de Osa (Costa Rica), seguida de la Peninsula
Azuero (Panamd) y en menor medida la colonia de Southern Rivas (Nicaragua), a
pesar de que esta ultima colonia es geograficamente mas cercana a BM (<200km)
en comparacion con las dos principales (500 km aproximadamente). Es importante
resaltar que, aunque las contribuciones de las colonias fuentes de las tortugas carey
del OPO variaron hacia BM, las contribuciones primarias fueron dadas por las
colonias de América central. Los resultados del APM de las tortugas carey en este
estudio muestran un importante comportamiento de filopatria de forrajeo natal, lo
cual coincide con lo que ha sido observado en tortugas cabezona (Caretta, caretta),
tortuga verde y carey juveniles del Atlantico (Bowen et al. 2004; Bowen et al. 2007;
Bass et al. 2004; Naro-Maciel et al. 2007; Naro-Maciel et al. 2012; Monzon-Arguello
et al. 2010; Prosdocimi et al. 2011) pero también recientemente en la region del
OPO (Gaos et al. 2017; Gaos et al. 2018). Donde se postula que algunas

poblaciones de tortugas marinas usan areas de alimentacion en la region de sus



86

colonias de origen, es decir, exhiben un grado mucho mas alto de filopatria a areas
natales en todos sus estados de vida y no solamente durante la edad reproductiva
como lo que previamente se creia. A pesar de que en nuestros resultados en la
tortuga verde no observamos Unicamente la presencia de haplotipos regionales, la
mayoria de estos fueron relacionados con haplotipos del OPO, por lo que de alguna

manera estarian reflejando un grado de comportamiento filopatrico natal de forrajeo.

Se necesitan muchos mas estudios en diferentes areas de alimentacion de
la region y con una n mas consistente para poder estimar con mas claridad el efecto
de filopatria natal de forrajeo en tortugas verdes del OPO, sin embargo, la
omnipresencia del patron es particularmente notable dado que puede manifestarse
incluso en especies y poblaciones que se sabe que experimentan un patrén de
dispersion panmictica posterior a la cria (Bowen et al. 2004; Naro-Maciel et al. 2012;
Mansfield et al. 2014). Quiza una de las razones de por qué en las tortugas carey
del OPO es mas claro el patron de filopatria natal de forrajeo que en las tortugas
verdes esté relacionado con que E. imbricata no se ajusta a la teoria de dispersion
en mar abierto en la que se cree que las tortugas emergen de sus nidos para
abandonar las areas natales a través del arrastre en las corrientes marinas (Luschi
et al. 2003; Bolten, 2003; Mansfield et al. 2014). Se ha observado que las tortugas
carey a lo largo del Pacifico Centroamericano anidan en colonias ubicadas dentro
de los estuarios de manglares costeros (Gaos et al. 2012; Liles et al. 2015) y estos
sistemas estan fuertemente regulados por las fluctuaciones de las mareas. Junto
con la forma de nadar reducida que exhiben las tortugas carey en comparacion con
otras especies de tortugas marinas (Chung et al. 2009), estas corrientes podrian
mantener a las crias de carey mas cerca de la costa durante la fase inicial posterior

a la eclosion en el Pacifico oriental (Wildermann et al. 2017).

Conclusiones y recomendaciones

Pese a la observaciéon de la convivencia simpatrica entre C. mydas y E. imbricata

en BM, el hallazgo en la estructura genética de ambas especies de tortugas marinas
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(verde y carey) resulta disimil, y aunque se conocen las diferencias biologicas y
ecologicas en cada especie, por ejemplo, el comportamiento solitario de E. imbricata
y gregario de C. mydas, tipo de dieta, &reas de distribucion y fluctuaciones
demograficas (Kamezaki et al. 1995; Sanches y Bellini, 1999; Amorocho & Reina
2007; Naro-Maciel et al. 2008), el papel potencial de la filopatria en las areas de
alimentacion (Gaos et al. 2017) durante las etapas de juveniles, se muestra

ejemplificada en este estudio, sobre todo en las tortugas carey.

Los hallazgos de los mdltiples origenes natales de la tortuga verde y carey en Bahia
Matapalito, junto con la presencia de haplotipos huérfanos, sugieren que las zonas
de alimentacion del pacifico costarricense y el resto de Centroamérica podrian estar
conformadas de un escenario complejo, ya que albergarian tortugas de origenes
natales potencialmente diferentes, por lo que se resalta la importancia de aumentar
esfuerzos de muestreo genético sobre todo en la parte del Pacifico sur-central y
oriental para comprender mejor la conectividad y establecer mejoras en las
estrategias regionales de conservacion de estas especies amenazadas de peligro

de extincion.
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Tabla 1. Promedio + desviacion estandar y rangos de concentraciones (pg/ml) de muestras de

plasma obtenidas de diferentes estados de madurez entre machos y hembras de la tortuga Carey

que se encontraban forrajeando Bahia Matapalito en el Pacifico Norte de Costa Rica.

JUVENILES <85 CM DE SCL Adultos >85cm de SCL
MEDIA + SD MEDIA + SD
Hembras Machos Hembras Machos
Testosterona (pg/mL) 68.9+78 7563.5 + 6143.9 15.16 1106.7
INTERVALO DE 16 -239 878.3 — 27236.1 -
CONCENTRACION (PG/ML)
N plasma 11 16 1 1

Tabla 3. Estudios previos sobre proporcién sexual en juveniles de carey (E.

resultados obtenidos en este estudio.

imbricata) y los

LUGAR N PROPORCION METODO REFERENCIA
SEXUAL (F:M)
Great Barrier Reef, 109 2,571 Laparoscopia/necropsia Limpus (1992)
Australia
Dominican Republic 143 2,711 Testosterona RIA Leon & Diez (1999)
Puerto Rico 120 0,8:1 Laparoscopia/Testosterona RIA Diez & Van Dam
(2003)

US Virgin Islands 72 4:1 Testosterona RIA Geis et al. (2003)
Florida USA 65 2,37:1 Testosterona RIA Blanvillain et al. (2007)
Bahia Matapalito, 27 0,45:1 Testosterona ELISA Este estudio
Costa Rica




96

Tabla 4. Concentracion de testosterona, testosterona con transformacion logaritmica y largo recto

del caparazon (SCL) de juveniles y adultos de C. mydas del estudio de Allen et al. 2015.

N EDAD Sexo Concentracién | T log (pg/mL) SCL (cm)
de T (pg/mL)

1 Adulto Hembra 132.74 2.123 94.8
2 Adulto Macho 514.04 2.711 101
3 Adulto Macho 1213.39 3.084 98.6
4 Adulto Macho 22029.26 4.343 93.8
5 Adulto Hembra 50.82 1.706 102.8
6 Adulto Hembra 6.87 0.837 97.7
7 Adulto Macho 1148.15 3.06 92.1
8 Adulto Hembra 10.50 1.021 97.5
9 Adulto Hembra 49.89 1.698 95.1
10 Adulto Hembra 31.26 1.495 99.3
11 Adulto Hembra 60.12 1.779 107.2
12 Adulto Hembra 12.91 1.111 104.6
13 Adulto Hembra 61.94 1.792 102.6
14 Adulto Macho 112201.85 5.05 95
15 Adulto Hembra 9.77 0.99 98.8
16 Adulto Macho 48865.24 4.689 97.1
17 Adulto Hembra 74.99 1.875 101.2
18 Adulto Hembra 16.52 1.218 102.2
19 Adulto Hembra 110.92 2.045 96.5
20 Adulto Hembra 52.84 1.723 104
21 Adulto Hembra 42.07 1.624 101.3
22 Adulto Macho 351.56 2.546 102.1
23 Adulto Hembra 17.58 1.245 90.8
24 Adulto Hembra 7.71 0.887 104.6
25 Adulto Hembra 1761.98 3.246 94.6
26 Juvenil Hembra 50.12 1.7 43
27 Juvenil Hembra 10.96 1.04 28.5
28 Juvenil Hembra 22.70 1.356 31.2
29 Juvenil Hembra 13.55 1.132 48.6
30 Juvenil Hembra 8.22 0.915 55.1
31 Juvenil Hembra 73.62 1.867 393
32 Juvenil Hembra 5.48 0.739 46.1
33 Juvenil Hembra 12.97 1.113 37
34 Juvenil Hembra 21.28 1.328 66.3
35 Juvenil Hembra 4.18 0.621 59
36 Juvenil Hembra 12.08 1.082 61.2
37 Juvenil Hembra 10.42 1.018 80.4
38 Juvenil Hembra 9.31 0.969 82.3



39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81

Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil
Juvenil

Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Macho

Macho

Macho

Macho

Macho

Macho

Macho

Macho

8.47
24.95
8.18
41.98
9.59
9.89
14.93
6.55
55.46
27.86
4.82
12.88
15.85
12.82
113.24
18.16
10.35
8.09
5.20
15.03
14.55
7.21
15.45
32.89
38.64
53.33
11.51
22.39
16.56
12.42
56.89
65.31
31.26
40.27
14.00
645.65
849.18
1836.54
5093.31
382.82
2137.96
1285.29
104954.24

0.928
1.397
0.913
1.623
0.982
0.995
1.174
0.816
1.744
1.445
0.683
1.11
1.2
1.108
2.054
1.259
1.015
0.908
0.716
1.177
1.163
0.858
1.189
1.517
1.587
1.727
1.061
1.35
1.219
1.094
1.755
1.815
1.495
1.605
1.146
2.81
2.929
3.264
3.707
2.583
3.33
3.109
5.021

47.5
59.5
66.1
71.2
45.4
76.1
78.9
54.4
74.6
81.7
66.7
81.3
83.7
73.2
80.2
55.6
75.8
53.9
49.3
67

64.4
59.5
46.7
86.7
83.4
75.7
65.3
75.4
51.9
61.1
71.2
82.3
65.8
63.6
73.2
43.8
35.7
42.6
41.9
48.3
45.4
36.7
79.8
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82 Juvenil
83 Juvenil
84 Juvenil
85 Juvenil
86 Juvenil
87 Juvenil
88 Juvenil
89 Juvenil
90 Juvenil
91 Juvenil
92 Juvenil
93 Juvenil
94 Juvenil
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Macho 11194.38 4.049 79.5
Macho 119674.05 5.078 85.4
Macho 1370.88 3.137 65.9
Macho 688.65 2.838 85.9
Macho 246.60 2.392 57.4
Macho 1659.59 3.22 72.4
Macho 574.12 2.759 84.4
Macho 891.25 2.95 65.2
Macho 221.31 2.345 50.5
Macho 758.58 2.88 56.7
Macho 198.15 2.297 54.4
Macho 1213.39 3.084 85.5
Macho 2612.16 3.417 59.3

Tabla 6. Promedio £ desviacion estandar e intervalos de concentraciones (pg/mL) de muestras de

plasma obtenidas de diferentes estados de madurez entre machos y hembras de la tortuga verde

que se encontraban forrajeando BM en el Pacifico Norte de Costa Rica. El estado de madurez ha

sido clasificado de acuerdo al tamafio de largo curvo del caparazén (CCL).

JUVENILES <85 CM DE CCL Adultos >85cm de CCL

MEDIA + SD MEDIA £ SD
Hembras Machos Hembras Machos
Testosterona (pg/m |_) 39.7 £23.9 2056.70 + 2461.8 72.20 + 28.6 291.9 + 268.13
Intervalo de 15.83-104.7 237.19 — 7494.6 17.74-114.6 101.94 —
concentracién (pg/ml) AL
22 7 9 2

N plasma
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Tabla 9. Frecuencias de los haplotipos ADNmit de C. mydas encontrados en los individuos que forrajeaban en Bahia Matapalito, asi como de los reportados

en colonias de anidacion establecidas en el del Pacifico Oriental, Central y Sur usados como “stocks” en el andlisis de poblaciones mixtas. Estos ultimos han

sido adaptados de Dutton et al. 2014 & Heidemeyer, 2015.

Noroeste de Hawaii

French frigate Shoals
Laysan Island
México
Islas Revillagigedo- Isla Clarion
Islas Revillagigedo- Isla Socorro

Colala, Michoacan

Costa Rica
Nombre Jesus
Isla San Jose
Playa Coloradas
Ecuador

Galapagos-Las Bachas
Galapagos- Las Salinas
Islas Marshall
American Samoa
Polinesia Francesa

Bahia Matapalito

CmP1.1

136

CmP2.1

28

CmP3.1

11

CmP3.2

CmP4.1

CmP4.2

CmP4.3

CmP4.4

CmP4.5

CmP4.6

16

16
35

CmP4.7

CmP4.8

CmP4.9

CmP4.11

CmP5.1

CmP6.1

CmP7.1

CmP8.1

CmP8.2

CmP8.3

CmP9.1

CmP11.1

CmpP12.1

CmP13.1

CmP14.1

CmP15.1

CmP15.2

CmP17.1

CmP17.2

CmP24.1

CmP49.9

CmP65.1

w 0 h~ =

CmP93.1

CmP97.1

CmP109.1

CmP132.1

CmP218.1

CmP220.1
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Tabla 10. Frecuencias de los haplotipos de ADNmit de E. imbricata encontrados en los individuos

que forrajeaban en Bahia Matapalito, asi como de los reportados en colonias de anidacion

establecidas en el del Pacifico Oriental usados como “stocks” en el analisis de poblaciones mixtas.

Estos ultimos han sido adaptados de Gaos et al. 2016.

México
Costa Careyes
El Salvador
Los Cobanos
Bahia de Jiquilisco
Punta Amapola
Nicaragua
Estero Padre Ramos
Aserradores
Southern Rivas
Costa Rica
Peninsula de Osa
Panama
Peninsula Azuero
Ecuador
Machalilla

Isla San Cristobal (Galapagos)
Bahia Matapalito

o - o EilP23

~ N2 R EPs3

15

+ 8 &8 8 98
a a a a o
O O o W m
59
1
58
5 1 6
1 31 6
2
4 1
7 2
7 2
3
3
1
1
18 2 1

EilP114

EilP132*

EilP133*

Tabla 11. Estimacion de la contribucion de las colonias “stock” calculadas mediante

el analisis de poblaciones mixtas (MSA) de la tortuga verde C. mydas para el sitio de

alimentacion de Bahia Matapalito.

Noroeste de Hawaii
French Frigate Shoals

Noroeste de Hawaii
Laysan Island

Clarién

Socorro
Meéxico-Colala

Costa Rica-Nombre de
Jesus

Costa Rica-Playa
Coloradas

Galapagos-Las Bachas
Galapagos-Las Salinas

Islas Marshall
Samoa Americana

Polinesia Francesa

Intervalos de confianza

México-Revillagigedo Isla

Meéxico-Revillagigedo Isla

Costa Rica-Isla San José

Contribucion (%) 2.50% 97.50%
1.743 1.103¢1° 12.516
2.161 5.683¢18 13.827
0.528 4.503¢20 5.270
1.047 5.223e20 13.214
11.169 4.169°08 35.898
9.812 2.396°18 68.574

20.205 5.747¢Y 72.594
18.569 1.608¢1° 57.861
8.443 5.266°18 48.244
7.668 1.744¢18 43.471
7.189 7.1651° 35.665
6.173 1.482¢17 31.390
5.293 6.810°2° 28.835




Tabla 12. Estimacion de la contribucion de las colonias “stock” calculadas mediante el analisis

de poblaciones mixtas (MSA) de la tortuga verde E. imbricata para el sitio de alimentacién de

Bahia Matapalito.

México-Costa Careyes

El Salvador-Los Cobanos
El Salvador-Bahia de
Jiquilisco

El Salvador-Punta Amapola

Nicaragua-Estero Padre
Ramos

Nicaragua-Aserradores

Nicaragua-Southern Rivas
Costa Rica-Peninsula de Osa
Panama-Peninsula Azuero
Ecuador-Machalilla

Ecuador-Isla San Cristébal
(Galapagos)

Intervalos de confianza

Contribucion (%) 2.50% 97.50%
0.407 8.723%18 4.257
0.980 1.451%% 10.008
3.755 6.397°% 20.682
0.516 7.008%18 5.397
0.818 1.293¢18 8.494
1.258 6.339°18 12.058
12.813 5.019¢% 88.744
40.229 1.931°% 97.641
37.741 4.387%12 95.811
0.471 9.430°%18 4.180
1.011 9.545¢16 8.319
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FIGURAS

Concentracion de Testosterona log (pg/mL) de juveniles de E. imbricata
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Figura 3. Concentracion de testosterona (pg/mL) y testosterona log (pg/ml) del plasma de juveniles
de tortugas de carey capturadas en Bahia Matapalito en el Pacifico Norte de Costa Rica.

Macho 26.55%

Hembra 73.45%

Figura 6. Distribucion de los datos de entrenamiento para el modelo de regresion
logistica binaria para la prediccién del sexo de tortugas verdes juveniles de BM.
La poblacion para entrenamiento esta conformada Unicamente por individuos de
sexo conocido, en los cuales hay 69 juveniles y 44 adultos de C. mydas.
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CcmP1.1
cmP2.1
CmP3.1
CcmP3.2
CmP4.1
CmP4.2
CmP4.3
CmP4.4
CmP4.5
CmP4.6
CmP4.7
CmP4.8
CmP4.9
CmP4.11
CmP5.1
CmP6&.1
CmP7.1
CmP8.1
CmP8.2
CmP8.3
CmP9.1
CmP11.1
CmP12.1
CmP13.1
CmP14.1
CmP15.1
CmP15.2
CmP17.1
CcmP17.2
CmP24.1
CmP49.9
CmP65.1
CmP93.1
CmP97.1
CmP109.1
CmP132.1
CmP218.1
CmP220.1

Frecuencia de haplotipos de distintos stocks de la tortuga C. mydas y los de la zona
de alimentacién de Bahia Matapalito

BM
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CRISJ
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Frecuencia de Haplotipos en diferentes colonias

Figura 8. Frecuencia de los haplotipos de C. mydas presentes en las distintas colonias “stocks” (zona de
anidacion) de la region del Pacifico Oriental, Central y Sur y los que fueron identificados en los individuos
qgue forrajeaban Bahia Matapalito. BM=Bahia Matapalito; PF=Polinesia Francesa; AS=American Samoa;
IM=lIslas Marshall; GA.LS= Galapagos, Las Salinas; GA.LB=Galapagos, Las Bacha; CR.PC=Costa Rica,
Playa Colorada; CR.ISJ= Costa Rica, Isla San José; CR.NJ= Costa Rica, Nombre de Jesus; MX.CO: México,
Colala; IR.IS= Islas Revillagigedo, Isla Socorro; IR.IC=Islas Revillagigedo, Isla Clarion; NEH.LI= Noroeste de
Hawaii, Laysan Island; NEH.FFS=Noroeste de Hawaii, French Frigate Shoals.
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Frecuencia de haplotipos de las distintas colonias de tortugas : E::ggg
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Figura 9. Frecuencia de los haplotipos de E. imbricata presentes en las distintas colonias “stocks” (zona de
anidacion) de la region del Pacifico Oriental y los que fueron identificados en los individuos que forrajeaban
Bahia Matapalito. BM=Bahia Matapalito; EC.ISCG=Isla San Cristébal (Galdpagos); EC.M=Machalilla;
PA.PA=Panamd, Peninsula Azuero; CR.PO= Costa Rica, Peninsula de Osa; NI.SR=Nicaragua, Southern
Rivas; NI.A=Nicaragua, Aserradores; NI.EPR= Nicaragua, Estero Padre Ramos; ES.PA=EI| Salvador, Punta
Amapola; ES.B=EI| Salvador, Bahia de Jiquilisco; ES.LC=EIl Salvador, Los Cobanos; MX.CC=México, Costa
Careyes.
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ANEXO Il

Hw

© 0N

10.
11.

12.

13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.

20.
21.

22.

Protocolo de extraccion de ADN utilizando cloruro de litio (LiCl)
(Modificado de Axayacatl Rocha por Julia Azanza)

Cortar ~50 mg de tejido con una navaja tan finamente como sea posible. Si se usa
sangre en buffer de lisis, tomar 200 ul de sangre. Si la sangre esti congelada es mas
sencillo tomar este volumen raspando el material congelado y transferirlo a un tubo
vacio para medir el volumen aproximado contra las marcas al lado del tubo.

Colocar el tejido en un tubo Eppendorf de 1.5 ml y agregar 350 pl de buffer de extraccion
(100 mM NacCl, 50 mM Tris-HCI, 15 SDS, 50 mM EDTA, pH 8.0). Asegurarse de que no
gqueda nada de tejido adherido alrededor de la boca del tubo. Si es sangre, aforar a 400
ul con buffer de extraccion (o sea, afadir 200 ul del buffer)

Agregar 20 pl de proteinasa K (20 mg/ ml) y agitar brevemente.

Colocar en bafio maria o en rotador en incubadora a 55 °C toda la noche o hasta que
el tejido esté suficientemente digerido.

Agregar 300 pl de LiCl 5M y agitar a temperatura ambiental por un minuto.

Agregar 600 pl de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y agitar brevemente.

Mezclar en el rotador a temperatura ambiente durante 30 minutos aproximadamente.
Centrifugar a 13,000 X g por 15 minutos.

Extraer con pipeta 500 pl de la capa acuosa (parte superior) y transferir a un nuevo tubo
eppendorf de 1.5 ml. Tener cuidado de no extraer material de la interfase (capa media).
En caso de extraer parte de esta, regresar la muestra al tubo y centrifugar por 5 minutos
para después repetir este paso.

Agregar 50 pl de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y 1000 pl de etanol al 100% frio.

Invertir el tubo varias veces y colocarlo en el congelador a -20 °C por lo menos una hora
(o 30 minutos a -80°C). También puede dejarse toda la noche

Centrifugar a maxima velocidad por 20 minutos. Para obtener mayor cantidad de ADN
puede ponerse una centrifuga pequefia en el refrigerador (4 °C).

Remover el liquido del tubo teniendo cuidado de no perder el pellet de ADN.

Agregar 750 pl de etanol al 70% y mezclar por 15 minutos a temperatura ambiente.
Centrifugar a méaxima velocidad por 5 minutos.

Remover el etanol con sumo cuidado.

Secar el pellet en centrifuga de vacio por 10 minutos o hasta que esté seco.

Agregar 50 ul de TE 1x pH 8.0 para resuspender el pellet. Si se nota que hay mucho
DNA se debe aumentar la cantidad de TE.

Permitir que el pellet se resuspenda a 4 °C durante la nhoche 0 30 minutos a temperatura
ambiente.

Mezclar la muestra para asegurar que el pellet esta totalmente disuelto.

Calentar las muestras a 95°C por 4 minutos y al finalizar pasarlas inmediatamente a
hielo o a su almacenamiento bajo refrigeracion o congelacion.

Para estimar la calidad y cantidad de ADN, correr un minigel de agarosa 1% (3 ul de
ADN y 2 pl de loading buffer) de 20 a 40 minutos a 85 volts. No es necesario usar
escalera.
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Parametros morfométricos muestreados en juveniles y adultos de C.

ABREVIATURA

LRC
LCC
ARC
ACC
LP
PC
LTC
LPreC

LPC

Razén

Peso (kg)

CARACTER
MORFOMETRICO

Largo Recto del
Caparazén (cm)
Largo Curvo del
Caparazon (cm)
Ancho Recto del
Caparazon (cm)
Ancho Curvo del
Caparazén (cm)
Largo del Plastron
(cm)

Profundidad de
Caparazon (cm)
Largo Total de Cola
(cm)

Largo Pre-Cloacal
(cm)

Largo Post-Cloacal
(cm)

Razoén

Peso (kg)

Mydas

DESCRIPCION

Medida recta desde el escudo nucal
(precentral) hasta el escudo supracaudal.
Medida curva desde el escudo nucal
(precentral) hasta el escudo supracaudal.
Medida recta de los escudos marginales de
izquierdo-derecho (zona de mayor curvatura).
Medida recta de los escudos marginales de
izquierdo-derecho (zona de mayor curvatura).
Medida por la seccion central desde la placa
intergular hasta la placa interanal.

Medida transversal recta desde la zona de
mayor curvatura a la zona central del plastron.
Medida desde el final de la placa interanal o
base de la cola, hasta la punta de la cola.
Medida desde la base de la cola hasta la
cloaca (cm).

Medida desde el orificio de la cloaca hasta la
punta de la cola.

Medida obtenida matematicamente dividiendo
el largo post cloacal entre el largo pre cloacal.



