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RESUMEN 

En el presente trabajo se evaluaron en forma comparativa 3 técnicas utilizadas 

comunmente para ja identificacién del sexo de crias de tortugas marinas. Las especies 

estudiadas fueron Dermochelys conacea (laud) y Lepidochelys olivacea (golfina). Se 

colectaron 44 crias recién emergidas de tortuga laud y 20 de tortuga golfina en el 

campamento tortuguero "El Farito", Michoacan. durante la temporada de anidacién 1992- 

1993. Se extrajeron las gonadas y se procesaron mediante dos técnicas histoldgicas para la 

identificacion del sexo: de alta resolucién en epon y tradicional en parafina. La tercera técnica 

empleada fue in tofo, por aclaramiento en glicerina. Los resultados mostraron tres tipos de 

gonadas en fase de diferenciacién para ta tortuga laud: ovario, testiculo y ovotestis. En la 

tortuga golfina no se encontraron génadas de tipo ovotestis. Se observd que en las crias de 

las tortugas marinas estudiadas, la estructura de la génada no tiene totalmente definidas las 

caracteristicas que identifican a cada sexo, y existe un gradiente de diferenciacién por 

especie. Por ello, se propone emplear los calificativos de ovario y de testiculo inmaduro, en 

lugar de avario y testiculo. No se encontré una equivalencia significativa entre las técnicas 

histoldgicas y la de aclaramiento en los resultados de la identificacion del sexo. Se propone 

que la mejor manera para realizar la identificacion del sexo en crias de tortugas marinas es 

mediante cortes histoldgicos, ya sea de tejidos incluidos en epén o parafina. En caso de 

emplear la técnica de aclaramiento es importante analizar las muestras con cortes 

histolégicos para obtener resultados reales. Siendo la temperatura de incubacién un factor 

importante para el éxito de la eclosion y la determinacion sexual en crias de tortugas marinas, 

se sugiere dar un seguimiento a ios registros de ésta en playas de anidacién donde se 

realizan programas de proteccién y conservacion, con el fin de ampliar nuestros 

conocimientos sobre los factores que regulan lta relacion entre la proporcion de sexos y la 

temperatura. 
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INTRODUCCION Y ANTECEDENTES 

1) Generalidades. 

Los peces, mamiferos y aves presentan cromosomas sexuales distinguibles 

morfologicamente; a nivel citoldgico, uno de los dos sexos tiene dos cromosomas 

sexuales denominados X (tipo XX) y el otro tiene un cromosoma X y un cromosoma Y 

(tipo XY), 0 bien puede tener sdlo un cromosoma X (tipo XO). En la mayoria de los 

organismos con este tipo de determinacién sexual, el individuo heterogamético es el 

masculino y el homogamético es el femenino. Sin embargo, hay excepciones en las que el 

sexo femenino es heterogamético (tipo ZW) y el masculino homogamético (tipo ZZ), como 

en las aves (Bull, 1983). En algunos peces, anfibios, reptiles e invertebrados, los 

cromosomas sexuales estan poco diferenciados. 

Bacci (1965) y Mittwoch (1967) mencionan que el ambiente en que se desarrollan 

algunas especies de peces, anfibios y reptiles asume gran importancia en la 

diferenciaci6n del sexo. 

2) Determinacién dei sexo en reptiles. 

Bull (1980) describe dos mecanismos basicos para Ja determinacion del sexo en 

los reptiles: 

Determinacién genotipica de! sexo: el sexo del individuo se define desde la 

formacion del cigoto y depende de la existencia de cromosomas sexuales. 

Determinacién ambiental del sexo: ei sexo se diferencia durante el desarrollo 

embrionario bajo la influencia de factores ambientales, como por ejemplo la 

temperatura y humedad (Charnov y Bull, 1977); de esta manera algunas variantes de 

las condiciones ambientales produciran machos y otras hembras. 

En algunos reptiles como lagartijas, serpientes y tortugas de los géneros 

Staurotypus y Siebenrockiella se han descubierto cromosomas sexuales ({Vorosntsov, 

1973; Gorman, 1973; King, 1977; Sites et a/., 1979; Carr y Bickham, 1981); Estos son 

raros 0 estan ausentes en cocodrilos, muchas especies de serpientes y lagartijas y en la 

mayoria de las tortugas. 

Se ha comprobado que la temperatura de incubacién de los huevos influye en la 

determinaci6n del sexo de diversas especies de reptiles, incluyendo lagartijas (Bull, 

  Ordofiez E., M. C. 4



  

INTRODUCCION Y ANTECEDENTES 

  

1980), tortugas (Yntema, 1976, 1979, 1981; Bull y Vogt, 1979; Yntema y Mrosovsky, 1980, 

1982; Bull et a/., 1982a, 1982b; Morreate et a/., 1982: Vogt y Bull, 1982: Bull, 1983; McCoy 

et al., 1983; Benabib, 1984; Vogt y Flores, 1986; Silva, 1986; Aguilar, 1987: Millan, 1988: 

Merchant y Villalpando, 1990) y cocodrilos (Ferguson y Joanen, 1982). En algunos 

estudios de laboratorio se ha demostrado que en 17 géneros de tortugas (Chrysemys, 

Emydoidea, Emys, Graptemys, Pseudemys, Terrapene, Kinosternon, Sternotherus. 

Chelydra, Macroclemys, Gopherus, Dermatemys, Chelonia, Caretta, Lepidochelys, 

Eretmochelys y Dermochelys), es posible controlar la proporcién de sexos manipulando ta 

temperatura durante el periodo de incubacion de los huevos (Vogt y Bull, 1982: Bull, 

1983: Vogt y Flores, 1986). 

3) Investigacion de tortugas marinas y determinacién del sexo. 

Las tortugas marinas se agrupan en dos familias y siete especies, aunque algunos 

autores consideran ocho especies y divisiones de subespecies basandose en 

caracteristicas morfoldgicas (Marquez, 1990; Bowen ef a/., 1993: Anexo 1). 

Se ha demostrado que tres especies de tortugas marinas (Chelonia mydas, Caretta 

caretta y Eretmochelys imbricata) carecen de cromosomas sexuales (Bickham, 1979), y 

mediante estudios de laboratorio, se ha comprobado que la temperatura es un factor 

importante en la determinacion sexual de C. careffa (Yntema y Mrosovsky, 1980; Owens, 

1976; Owens et al, 1978), C. mydas (Limpus y Walter, 1980: Miller y Limpus, 1981), E. 

imbricata (Dalrymple et a/., 1985), Lepidochelys kempii (Aguilar, 1987), Lepidochelys 

olivacea (McCoy et a/., 1983; Silva, 1986; Millan, 1988; Merchant y Villalpando, 1990) y 

Dermochelys coriacea (Dutton et a/., 1985; Rimblot et a/., 1985). Ademas, algunos autores 

mencionan fa influencia de caracteristicas ecoldgicas y bioldgicas que afectan la 

temperatura de incubacién, y por io tanto, la determinacion del sexo, como son ta 

profundidad del nido y el numero de huevos, ta temperatura umbral de cada especie (ala 

cual se obtiene una proporcién de sexos de 1:1), ef tiempo de exposicién a cierta 

temperatura, la eleccién del sitio de anidacién, la fecha de oviposicién y la tasa de 

desarrollo embrionario (Benabib, 1984; Vogt y Flores, 1986). 

En las tortugas marinas, temperaturas bajas de incubacién {entre 22 y 27°C) 

Producen machos, mientras que temperaturas mas altas (mayores de 30°C) producen 
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hembras. El valor de la temperatura umbral varia con ta especie o la poblacién de que se 

trate, encontrandose mas frecuentemente entre los 27 y los 31°C (Bull, 1980). 

La diferenciacién sexual no es determinada por la temperatura de la nidada 

durante todo el periodo de incubacién, sino durante el llamado periodo critico o periodo 

sensible. Mediante experimentos realizados con Ia tortuga C. caretta, se ha esclarecido 

que el periodo sensible a la temperatura se encuentra entre los estadios 12 y 22 del 

desarrollo embrionario (Yntema y Mrosovsky, 1982). En otras investigaciones, se 

encontré que el periodo critico corresponde al segundo tercio del periodo de incubacién, 

tanto en tortugas de agua dulce (Chelydra serpentina, Chrysemys picta y Graptemys 

ouachitensis, Yntema, 1979: Bull y Vogt, 1981), como en tortugas marinas (C. caretta, C. 

mydas y L. olivacea; Yntema y Mrosovsky, 1982: Morreale et a/., 1983: Merchant ef ai, 

1989). 

4) Aspectos de manejo en los programas de conservacién. 

Una de las actividades realizadas en las playas de anidacion donde se protegen a 

las tortugas marinas y sus nidadas es el transplante de huevos. Practica recomendada 

cuando los nidos son construidos en sitios de alto riesgo (expuestos a factores 

ambientales adversos, alta depredacién o al saqueo humano). Sin embargo. este manejo 

puede originar que ios huevos de las tortugas marinas se desarrolien frecuentemente bajo 

condiciones diferentes de aquéllas que experimentarian de manera in situ (Mrosovsky e 

Yntema, 1980). Por ello es importante continuar las investigaciones sobre la influencia de 

la temperatura de incubacién en la proporcién de sexos de las tortugas marinas. De 

interés particular, es el buscar e identificar metodologias mas eficientes y precisas para 

las especies bajo nuestra proteccién. 

En el Play6n de Mexiquillo, Michoacan, se realiza un programa de proteccion y 

conservacién desde 1980. Esta zona es muy importante para la anidacién de la tortuga 

laud Dermochelys coriacea y de fa tortuga golfina Lepidochelys. olivacea, ademas de 

haber anidaciones esporadicas de fa tortuga prieta Che/onia agassizi. Debido at alto 

porcentaje de saqueo de nidos existente en la zona, se transplantan los huevos de las 

tres especies de tortugas marinas, ya sea a un vivero, 0 a cajas de poliuretano. Las cajas. 

muestran fluctuaciones diarias de temperaturas mas marcadas que los viveros al 
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colocarse en camaras de incubacién (Lopez ef a/., 1992; Sarti et a/., 1993). Aunque los 

nidos de! vivero son construidos de manera similar a los nidos naturales, fa temperatura 

puede variar por condiciones ambientales, como Iluvias y/o mareas extraordinariamente 

altas, que pueden originar un decremento en la temperatura y en epdcas de calor sin 

lluvia originaré un aumento en la temperatura. Al transferir las nidadas a un ambiente 

diferente al natural (cajas de poliuretano), la temperatura puede variar, afectando la 

Proporcion natural de sexos de las crias y el periody de incubacién (Dutton et a/., 1985). 

5) Técnicas para la identificacion del sexo en crias de tortugas marinas. 

Las tortugas marinas sexualmente maduras presentan un dimorfismo que permite 

diferenciar facitmente un macho de una hembra; los machos son mds pequefios y tienen 

una cola mas larga, mientras que las hembras tienen un caparazon mas alto, 

aparentemente como una adaptacién para albergar los huevos antes de la anidacién 

(Going ef a/., 1978). Otra diferencia importante en la familia Queloniidae es la presencia 

de ufias, fos machos tienen las ufas de las aletas anteriores mas largas, con las cuales 

pueden sujetar a fa hembra durante la céputa. Sin embargo, una limitante en los estudios 

sobre la determinacién dei sexo en tortugas marinas, ha sido la dificultad para identificar 

el sexo en la etapa de crias (Merchant ef a/., 1989) 

A ia fecha, se han realizado estudios fenotipicos y de las caracteristicas 

morfologicas de las génadas aplicados a este propésito, pero han tenido poco éxito 

(Whitmore et af, 1985). También se han realizado trabajos sobre los niveles hormonales 

en gonadas de crias de C. mydas y L.. olivacea; en éstos, se ha encontrado que ja 

secrecion de testosterona y estradiol es lenta y que por lo tanto, no existe una diferencia 

entre las gonadas femeninas y masculinas (Salame ef a/, 1988, 1995). Asi, para 

identificar el sexo de las crias es necesario sacrificarlas y disectarlas para la realizacion 

de estudios anatémicos e histoldgicos de las gonadas. 

La técnica mas ampliamente utilizada para la identificacion del sexo en crias ha 

sido la preparacién de cortes histoldgicos de las génadas, descrita por Yntema y 

Mrosovsky (1980). Ellos mencionan que en las gonadas de las crias de C. caretta, que se 

transforman en ovario, se encuentra un epitelio germinal conspicuo formando ta superficie 

exterior, y se extiende dentro de la médula asociandose con los canales superficiales. 
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Este epitelio esta separado de la médula por una tunica albuginea, la cual se tife 

profusamente con ta técnica del acido peryddico de Schiff (PAS); en la médula se observa 

algunas veces pequefios cordones primarios. En las génadas que se desarrollan como 

testiculos, el epitelio germinal es mas delgado, con una tunica albuginea pequefia: los 

cordones primarios forman tUbulos seminiferos con diametros que son de dos a cuatro 

veces mas grandes que los cordones primarios de las hembras; estos cordones estan 

rodeados por un estroma que se tifie con el acido peryddico (PAS). Otros autores 

describen otras caracteristicas a nivel histoldgico como 

a) Miller y Limpus (1981) observaron en C. mydas gonadas femeninas con una 

médula densa sin tubulos, un epitelio columnar con células germinales visibles. Las 

masculinas presentan una médula con cordones en contacto con el epitelio. Ademas 

describen dos tipos de intersexos; en uno de ellos existe una médula densa sin cordones 

y el cortex degenerado, mientras que el segundo presenta una médula tubular; Jos tubulos 

no estan en contacto con el epitelio y el cortex esta parcialmente desarrollado 

b) Rimblot et a/. (1985) realizaron un estudio histologico en D. coriacea. 

observando dos tipos de génadas: las gonadas femeninas. presentaban un epitelio 

pseudoestratificado con células germinales que podian situarse en grupos no muy 

numerosos y que no estaban en profase meidtica. También se observaron pocos 

cordones epiteliales que podian formar lagunas y los conductos Mullerianos estaban 

completos. En las génadas masculinas, la médula era voluminosa y densa, compuesta por 

cordones epiteliales y en algunos casos con tubulos que encerraban células germinales: 

el epitelio era delgado con algunas células germinales visibles y los conductos 

Mullerianos eran delgados y de diametro irregular. 

c) Dutton ef af. (1985) describieron tres tipos de génadas en D. coriacea: las 

génadas femeninas y masculinas presentaron caracteristicas similares a las reportadas 

por Yntema y Mrosovsky (1980), mientras que en la tercera, llamada gonada 

indeterminada, se observo el epitelio germinal formado por una delgada capa de células 

cuboidales que no se extendian en el contorno de toda la gonada y con algunas células 

germinales, ta tunica albuginea presente en algunos lugares y presencia de cordones 

medulares en algunas gonadas. 

Una variante de la técnica histolégica, es la inclusién del tejido en epdon para 

  

Ordonez £., M,C 5



  

  

INTRODUCCION Y ANTECEDENTES 

microscopia electronica (Millan, 1988). En este caso, las caracteristicas principales para 

la identificacion del sexo fueron el epitelio germina! y la apariencia general de la médula. 

En el ovario, el epitelio era grueso y la médula presentaba poca fragmentacion, mientras 

que en el testiculo el epitelio era mas delgado y la médula presentaba gran cantidad de 

cordones medulares. 

En estudios recientes sobre el desarrollo de las génadas de L. ofivacea, empleando 

técnicas citoquimicas y de microscopia electronica (Merchant et a/., 1989), se encontré 

que las células germinales primordiales (CGP) tenian un camino migratorio similar al de 

las mamiferos. La génada indiferenciada se formaba por la proliferacion de las células del 

mesotelio y del mesénquima en las crestas genitales, y ambos tipos celutares formaban 

los cordones epiteliates medulares. También se observd que los conductos Miullerianos 

persistian en los machos después de la eclosién, por to que se concluyé que en las crias 

de la tortuga golfina la diferenciacién de la génada era aun incipiente en el momento de {a 

ectosién, de manera que existe ta posibilidad de una reversién sexual posterior. 

Algunos autores, antes de aplicar la técnica histologica realizaron observaciones 

de las gonadas durante la diseccidén en diferentes especies, informando lo siguiente: 

a) Yntema y Mrosovsky (1980), describieron que en C. caretta, las gonadas 

femeninas presentaban una superficie marcada con pliegues; en los testiculos la 

superficie era lisa y los cordones primarios presentaban una disposicion irreguiar. 

b) Rimblot ef a/. (1985), mencionan que en D. coriacea !as gonadas femeninas eran 

delgadas y lisas, de 12-13 mm de largo y 0.6-0.75 mm de ancho; las masculinas 

presentaban la superficie irregular con estrias transversales y eran relativamente mas 

gruesas, de 10-12 mm de largo y de 1.2-1.4 mm de ancho. 

c) Whitmore et al. (1985}, reportaron que las gonadas femeninas de C. mydas eran 

de color amarillento, delgadas y con la superficie lisa, mientras que !as masculinas eran 

de color blanco, con un extremo de la génada grueso y el otro terminado en punta. 

Otra forma de identificar el sexo de las crias de tortugas marinas, fue descrita por 

Van der Heiden et a/. (1983, 1985). El método consiste en la observacién de jas génadas 

al microscopio estereascépico, previamente transparentadas con una solucién de 

glicerina. Esta técnica, empleada en goénadas de crias de L. olivacea y juveniles de C. 

mydas mostro que los ovarios en desarrollo, presentan numerosos pliegues en los bordes 
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INTRODUCCION Y ANTECEDENTES 

de la gonada (epitelio germinal}, el area central era menos opaca que los bordes y no se 

observaron detalles conspicuos en la estructura interna. En los testiculos, la estructura 

interna presentaba un patron granular caracteristico, el cual se informa, es producto de 

numerosos tubulos seminiferos, y ei contorno de ta génada mostré una superficie 

relativamente lisa. 

La técnica de aclaramiento, ha sido empleada por otros autores, como Benabib 

(1984) que realizé un trabajo con crias de D. coriacea, reportando tres tipos de gonadas: 

las femeninas totalmente transparentes, las masculinas con estructuras tubulares de color 

rojo o café (tubulos seminiferos) y los intersexos con algunas zonas totalmente 

transparentes y otras con estructuras tubulares compactas, 0 con tubulos distribuidos 

laxamente. 

Silva (1986), trabajando con L. olivacea, y Aguilar (1987) con L. kempi. 

describieron que las gonadas femeninas presentaban una superficie estriada y los 

testiculos eran totalmente lisos. 

La técnica de aciaramiento con glicerina es mucho mas barata y menos taboriosa 

que las de histologia (tanto la de inclusi6n del tejido en parafina como la de alta 

resoluciOn en epdn), pero existen dudas sobre ta exactitud del sexado por medio de esta 

técnica, debido a que las gonadas de crias de las tortugas marinas en la mayoria de las 

especies aun no estan totalmente diferenciadas, y por los diferentes criterios que existen 

para ja determinar el sexo con la técnica de aclaramiento. Dado que el esfuerzo invertido 

y los costos de la técnica de glicerina son minimos en comparacién con las téecnicas 

histologicas, en este trabajo se ha considerado conveniente realizar un andalisis 

comparativo de la eficiencia y analogia de ambas técnicas y conocer la validez de éstas. 
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OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL. 

Evaiuar la equivalencia de 3 técnicas de procesamiento (histol6gica de alta resolucion 

en epon, tradicionat en parafina e in foto por aclaramiento con glicerina) para ta identificacion 

del sexo de jas crias recién eclosionadas de la tortuga laud (Dermochelys coriacea) y la 

tortuga golfina (Lepidochelys olivacea). 

OBJETIVOS PARTICULARES. 

A) Describir tas caracteristicas de las gonadas de la tortuga marina Dermochelys 

conacea, utilizando la técnica histologica de alta resolucién, con inclusion en epdn. 

B) Describir las caracteristicas de las génadas de la tortuga marina Dermochetys 

coriacea, reveladas por el aclaramiento con glicerina. 

C) Comparar los resultados obtenidos en la identificacién del sexo de crias de tortuga 

faud y golfina, utilizando las técnicas histoldgicas (epén y parafina respectivamente) y el 

aclaramiento con glicerina, para evaluar la eficiencia de cada técnica en las especies 

estudiadas. 
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El trabajo de campo fue desarrollado en la porcién sur del Playén de Mexiquillo, 

perteneciente al municipio de Aquila, Michoacan. Se encuentra en la parte central de la costa 

michoacana, a 80 Km de la Ciudad Lazaro Cardenas. Esta playa tiene una longitud de 18 Km 

aproximadamente, comprendida entre la saliente rocosa denominada “La Punta’ y la 

desembocadura del rio “La Manzanilta", localizados entre la Sierra Madre del Sur y el Océano 

Pacifico, entre los meridianos 102°48'31", 102°58'25" longitud Oeste y los paralelos 

18°05'34", 18°10'25" latitud Norte. La zona de trabajo abarcé aproximadamente 6.6 Km de la 

longitud de la playa, desde el extremo Sureste de la playa, ("La Punta"), hasta el estero de "La 

Majahua’ hacia el Noroeste. Ei campamento y vivero estan ubicados en la localidad conocida 

como "El Farito" (Fig. 1) 

  

    

  

  

Fig. 1 Ubicacién del rea de estudio. 

El clima de Ia regién, segun la carta de climas de Colima 13Q-VI Zacatula, 13Q-VIlI 

editada por el Instituto de Geografia de la Universidad Nacional Autonoma de México, es del 

tipo Awo (W) ig, segun la clasificacion de Kéeppen modificada por Garcia (1973), que es un 

clima calido-subhumedo con abundantes Iluvias en verano. Su temperatura media anual 

oscila entre los 27 y 27.5°C; el mes mas caluroso del afio es junio, y la precipitacién anual es 

de 884.4 mm, principaimente durante el verano (Benabib 1983). 
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METODOS 

1) Trabajo de campo. 

De octubre de 1992 a febrero de 1993, se realizaron recorridos nocturnos en la playa 

durante la anidacién de Jas tortugas D. coriacea y L. olivacea. Los huevos se recolectaron 

durante el desove, colocando una bolsa de plastico debajo de la cloaca, dentro de la cavidad 

del nido. Si la hembra ya habia comenzado a poner fos huevos en el nido, éstos se tomaban 

con la mano para colocarlos en la bolsa. Una vez colectada la nidada se trasladaba al 

campamento para su siembra, ya sea en cajas de poliuretano con arena o en un vivero en la 

playa. 

Para la incubacion en cajas de poliuretano, se colocé una capa de arena humeda 

(tomada de ta playa, a una profundidad de 80 cm aproximadamente) en una caja con 

pequefios orificios en la base. Sobre ésta se cofocaron los huevos, formando una piramide, 

evitando que éstos estuvieran en contacto con las paredes de la caja. Finalmente, los huevos 

se cubrieron totalmente con mas arena humeda, compactandola suavemente. Las nidadas 

sembradas en cajas se protegieron de los cambios ambientales del exterior colocandolas en 

un cuarto (camara de incubacién) construido de palapa. En cada caja se colocé una etiqueta 

indicando el numero de huevos, numero de caja, especie, fecha de siembra y sembrador. 

Para la construccién del vivero se delimito un area de 50 x 15 m paralela at mar, 

aproximadamente a una distancia de 4 m de la berma de la playa. Se limpio de piedras, 

troncos, raices y vegetacion, se cercd con malla ciclonica y la parte inferior de la maila fue 

recubierta con tela de mosquitero. Los nidos se ordenaron a lo ancho del vivero separados 

por un metro de distancia del mas préximo y de la hilera adjunta, alternadamente. Cada uno 

fue sefalado con estacas que llevaban un numero consecutivo, numero de huevos, especie, 

fecha de siembra y sembrador. 

Se procuré que las dimensiones de los nidos det vivero fueran similares a las de los 

nidos naturales. Los huevos de D. conacea se colocaron a una profundidad de 80 cm y los de 

L. olivacea a 45 cm de profundidad. 

La temperatura de la arena, se registré diariamente desde el mes de octubre de 1992 

hasta el mes de abril de 1993, con el fin de conocer la temperatura de incubacién de los 

nidos. Para ello se colocaron dos termopares a una profundidad de 80 cm, en dos zonas de la 

playa: el sensor 1 cerca del mar correspondiendo a la zona de nidos naturales, y el sensor 2 

lejos det mar en la zona del vivero. En las cajas de poliuretano, se colocdé un sensor en la 
Ordofiez E., M. C. 
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arena que cubria los huevos. Estas temperaturas se registraron tres veces al dia: 0600, 1400 

y 2200 h (horas en que se registran las temperaturas maximas y minimas del dia). 

Después de aproximadamente dos meses de incubacién (entre diciembre y marzo), y 

antes de la ectosién de las crias, los nidos del vivero se protegieron con una trampa de tela de 

alambre de 45 cm de didmetro y 35 cm de altura, para evitar la depredacién de fas crias por 

otros animales y para saber cuantas crias emergieron de cada nido. Sobre las trampas se 

colocaron cartones para darle sombra a las crias que emergieran durante el dia. 

Las muestras de crias utilizadas en el trabajo de laboratorio, se obtuvieron de tres 

sitios de incubacién diferentes: 

A) zona cercana al mar, en la zona mas proéxima a la cresta donde anidan las 

tortugas D. Coriacea y L. olivacea, considerada zona de nidos naturales 

B) zona alejada del mar, aproximadamente a 10 m de la cresta, considerada como 

la zona de vivero. 

C) nidadas sembradas en cajas de poliuretano y mantenidas en un cuarto de 

incubacion. 

El muestreo se realizo al emerger las crias a la superficie, a partir del 31 de diciembre 

de 1992 y hasta el 31 de marzo de 1993. Se tomaron al azar un total de 44 crias de tortuga 

laud, provenientes de 18 nidos, 16 crias se obtuvieron del sitio "A" (de 8 nidos diferentes), 10 

del "B" (de 4 nidos diferentes) y 18 de los “C" (de 6 cajas diferentes). En el cuadro 1 se 

muestran los numeros de nidos muestreados, las fechas de siembra y emergencia de las crias 

a la superficie det nido. 

Las crias de laud fueron sacrificadas por decapitaci6n y enseguida se realizO la 

diseccién de las mismas para {a extraccién de las gonadas junto con el rifon (Fig. 2). Una 

génada de cada cria se colocé en fijador Karnovsky (Karnovsky, 1965) para posteriormente 

ser incluida en epon y la otra se fij6 en formol al 10% en buffer fosfatos 1M para ser aclarada 

con glicerina. En cada frasco se anoté la fecha de siembra, fecha de emergencia, numero de 

nido y técnica de incubacién. Las gonadas fijadas en Karnovsky permanecieron en 

refrigeracién hasta el momento de procesar los tejidos. 

De la tortuga golfina se colectaron 20 crias del nido A-237, que fue sembrado el 5 de 

enero de 1993 y las crias emergieron el 20 de febrero de 1993, las cuales se sacrificaron 
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inyectandoles 0.1 ml de pentobarbital sédico (Anestesal} en la médula espinal entre las 

vértebras de la region cervical y se fijaron en formol al 10% en buffer fosfatos 1M. 

Cuadro 1. NIDOS MUESTREADOS DE TORTUGA LAUD 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

        
  

C-38 22foct./92 31idic./92 1 

B-33 Binov./92 Siene./93 1 

A-10 10/nov./92 Tlene/93 1 

A-11 11tinov./92 | 10/ene/93 1 

A-16 17inov./92 | 13/ene./93 2 

C-64 14inov./92 9ffeb./93 3 

A-34 13/dic./92 12ifeb/93 2 

C48 24inov./92 | 14/feb./93 3 

B-66 20fdic. /92 15ffeb./93 3 

C-71 25inov./92 | 18feb./93 3 

B-67 20/dic./92 18/feb./93 3 

A-46 29ldic./92 | 23/feb./93 3 

AAT 29/dic.92 | 26/feb./93 3 

C-77 6idic /92 27ffeb/93 3 

B-74 30/dic./92 | 27Heb./93 3 

A49 lene. /93 3/mar./93 2 

A463 25fene./93 | 23/mar./93 2 

C-104 10/ene/93 | 31/mar./93 5 

TOTAL 44     
  

Numero de nido: A= cerca del mar, zona de nidos naturales. 

B= lejos del mar, zona de vivero. 

C= nidadas en cajas de poliuretano. 
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Fig. 2. Diseccién de cria de tortuga laud. Gonada (G) y Rifén (R). 

2) Trabajo de laboratorio. 

Las muestras colectadas fueron trasladadas al laboratorio para ser procesadas. De las 

84 goénadas de laud extraidas en el campo, 44 (una gonada de cada tortuga, fijadas en 

Kamovsky) fueron procesadas para histologia de alta resolucion en epdn (Anexo 2), en ei 

Instituto de Investigaciones Biomédicas de la U.N.AM. De cada gonada incluida en epon, se 

obtuvieron cortes histoldgicos transversales semifinos de la parte anterior y media de la 

gonada, con un grosor de 1 a 2 um. Los cortes se tifieron con azul de toluidina al 0.5% y se 

colocaron entre el portaobjetos y cubreabjetos con unas gotas de balsamo de Canada para su 

posterior observacién. 

Las 44 génadas restantes se separaron del rifién y se aclararon con Ia técnica de Van 

der Heiden ef af. (1983 y 1985), en el Instituto de Ecologia de la U.N.AM. Cada gonada se 

colocé en un frasco pequefio (20 ml) de boca ancha, con 5 ml de una solucién de glicerina al 

5% en formol al 4% con buffer fosfato 1M. Los frascos se colocaron en una estufa calibrada a 

una temperatura de 55 °C (+ 2 °C), por un periodo de 24 h o hasta que todo el formol y et 

agua se hubieran evaporado, quedando la gonada embebida en glicerina. Posteriormente se 

observaron ai microscopio. 
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Las 20 crias de tortuga golfina, se llevaron al Laboratorio de Tortugas Marinas de la 

Facultad de Ciencias de la U.N.A.M., donde se realizé la extraccién de las gonadas. Una de 

las génadas con un pequenio pedazo de rifdn, se sometid al procesamiento histoldgico por 

inclusion en parafina (Anexo 3), en el Laboratorio de Biologia de la Reproduccién Animal de la 

Facultad de Ciencias, U.N.A.M. Se obtuvieron cortes transversales seriados con un grosor de 

6 a 7 um. De cada serie se escogieron 3 preparaciones al azar que se tiferon con 

hematoxilina-eosina (Anexo 4). A estos cortes se les colocé un cubreobjetos con balsamo de 

Canada para conservar y observar las preparaciones. Las otras 20 génadas se separaron del 

rifién y se aclararon por la técnica descrita por Van der Heiden et a/. (1983 y 1985). 

Las observaciones para el sexado con Jas tecnicas histologicas, incluidas en epdn y 

parafina, se hicieron en microscopio de transmisién de luz y las génadas aclaradas se 

observaron al microscopio estereoscépico. De esta manera, se describieron las 

caracteristicas principales de las gonadas tanto a nivel microscépico como macroscépico 

identificando el sexo de cada génada de fas crias de tortugas laud y golfina. 

Entre la variedad de criterios empleados para determinar el sexo en las gonadas 

trabajadas con histologia, se eligieron los propuestos por Millan, (1988). Se considerd como 

ovanio, si la gonada presenta un epitelio germinal grueso y la médula poca fragmentacién, 

mientras que el testiculo es mas delgado y la médula presenta gran cantidad de cordones 

medulares. Las gonadas indeterminadas o intersexos presentan caracteristicas tanto de 

ovario come de testiculos. 

Para sexar las génadas aclaradas se emplearon 3 criterios 

1) Van der Heiden ef af. (1983): que considera que las gonadas de golfina que 

dan origen a ovarios tienen pliegues en los bordes laterales o superficie de la 

gonada, el area central es menos opaca que Ia periferra de la gonada y no se 

observan estructuras internas. En los testiculos, las estructuras internas 

presentan un patron granular debido a la presencia de los cordones medulares 

o tubulos seminiferos y su superficie externa es relativamente lisa. 

2) Benabib (1984): Los ovarios son totalmente transparentes, los testiculos 

presentan estructuras tubulares en su interior y los intersexos presentan tanto 

caracteristicas de ovario como de testiculo. 

  

Ordotiez EM. C 14



  

METODOS 

3) Brisefio, (com. per.): E! epitelio germinal de los ovarios muestra una estructura 

plegada o con estrias, mientras que en los testiculos el contorno de la gonada 

formada por el epitelio germinal es menos estriada e incluso liso. 

Para determinar el grado de concordancia entre los resultados obtenidos con cada una 

de las técnicas de identificacion del sexo, se realizé un analisis estadistico de asociacién 

{acuerdo de casos especiales de asociacién Bishop ef af, 1980). Para ello se hicieron seis 

comparaciones: 

1.- Entre sexos identificados con histologia y sexos identificados con el criterio de 

Benabib (1984). 

2.- Entre sexos identificados con histologia y sexos identificados con criterio de 

Brisefo (com. per). 

3.- Entre sexos identificados con histologia y sexos identificados con el criterio de 

Van der Heiden ef ai. (1983). 

4.- Entre sexos identificados con el criterio de Benabib (1984) y sexos identificados 

con ei criterio de Brisenlo (com. per). 

5.- Entre sexos identificados con el criterio de Benabib (1984) y sexos identificados 

con el criterio de Van der Heiden ef af. (1983) 

6.- Entre sexos identificados con el criterio de Brisefic (com. per) y sexos 

identificados con el criterio de Van der Heiden et a/. (1983). 

En cada una de las comparaciones se realizaron tablas de contingencia. Se calculd el 

valor de K, los intervalos de confianza de K y el valor de Z; posteriormente con el valor de Z 

se obtuvo el valor de P de tablas esperado, con un « = 0.05. 

Con los registros de la temperatura de la arena de los nidos, tanto del vivero como de 

las cajas de incubacién, se obtuvieron las temperaturas media, maxima y minima a las que 

estuvieron sometidos los nidos durante el desarrollo embrionario y se estimo la proporcion de 

sexos resultante en cada zona de incubacion. Para analizar esta relacién, se emplearon los 

resultados obtenidos con la técnica histologica. 
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En las observaciones de los cortes histologicos, para las génadas de tortuga laud, se 

distinguieron tres tipos de génadas: ovario, testiculo y ovotestis. Para las génadas de golfina 

solo ovario y testiculo. A continuacion se describen las caracteristicas histoldgicas: 

Ovario.- La capa externa de la gonada (epitelio germinal o corteza) presenté un 

marcado engrosamiento. Las células germinales se encontraban en el 

epitelio superficial o no existian. Los cordones medulares presentaban 

una fragmentacion evidente y los vasos sanguineos se observaban 

frecuentemente en ta region central de la génada (Fig. 3). 

Testiculo.- El epitetio germinal estaba formado por una sola capa de célutas, por 

lo que es mas delgada que la del ovario. También presento cordones 

medulares que se encontraban en continuidad con el epitelio externo de 

ta gonada, dentro de estos cordones se pudo observar pocas células 

germinales, pero la mayoria de éstas estaban en el epitelio superficial. 

los vasos sanguineos se observaron de mayor calibre y se encontraron 

principalmente en la periferia (Fig. 4). 

Ovotestis.- La génada presentaba tanto caracteristicas de ovario como de 

testiculo. Presenté un epitelio germinal engrosado y una gran cantidad 

de cordones medulares con células germinales. Por el tipo de epitelio, se 

podria decir que estas gonadas tenian mas caracteristicas de ovario que 

de testiculo. Los vasos sanguineos se pudieron observar tanto en la 

periferia como en la parte central de la gonada (Fig. 5). 

En el cuadro 2 se presentan los sexos obtenidos mediante las técnicas histoldgicas, 

incluidas en epdn y parafina de D. coriacea y L. olivacea respectivamente. 

Cuadro 2. RESULTADOS DE LA IDENTIFICACION DEL SEXO POR LA 

TECNICA DE HISTOLOGIA. 

  

D. coriacea 
  

L. olivacea 16 4 0 0 20                 
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Fig. 3. Ovario inmaduro de D. coriacea recién emergida. Rifién (R), epitelio 

germinal (EG), cordones medulares (CM), células germinales (CG), vasos 

sanguineos (V). Técnica: histologia de alta resoluci6n, 400X. 
  

    
  
  

Fig. 4. Testiculo inmaduro de D. coriacea recién emergida. Epitelio germinal (EG), 
células germinales (CG), cordones medulares (CM), vasos sanguineos (V). 

Técnica: histologia de alta resolucién, 400X. 
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Fig. 5. Ovotestis de D. coriacea recién emergida. Epitelio germinal (EG), cordones 

medulares (CM), vasos sanguineos (V). Técnica: histologia de alta 

‘ resolucién, 400X. 

En las gonadas aclaradas con glicerina, observadas al microscopio estereoscapico, 

empleando los criterios de Benabib (1984), se distinguieron los siguientes tipos de génadas: 

Ovario.- La parte interna de la gonada es totalmente transparente y sin 

estructuras aparentes. (Fig. 6). 

Testiculo.- Presentan estructuras tubulares en su interior claramente cotoreados 

(rojo o café) aparentemente relacionados con los cordones medulares y fa 

vascularizacién de la génada (en el presente trabajo no se lograron 

identificar g6nadas con estas caracteristicas en D. coniacea por esto se 

presenta una gonada de L. ofivacea (Fig. 7). 

Ovotestis.- En este caso se podia observar que la génada tenia tanto 

caracteristicas de ovario como de testiculo: internamente presentaba 

tubulos, que se agrupan en manchones en diversas areas de la génada 

(Fig. 8). 
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Fig. 8. Ovotestis de D. coriacea recién emergida. Técnica: actaramiento con glicerina. 
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El patron de caracteristicas que identifican a machos y a hembras propuesto por Van 

der Heiden ef a/. (1983, 1985) no fue consistente en las génadas estudiadas en este trabajo, 

por lo que no en todas las génadas se pudo determinar el sexo con su criterio y fueron 

denominadas como génadas ambiguas (Cuadro 3). Esto se debid a que algunas génadas 

presentaban los bordes laterales aserrados sdlo en una parte de la gonada y se observaron 

algunos cordones medulares en el interior; en otras ocasiones se podian observar 

granulaciones muy tenues en la parte interna de ta gonada, la parte media era menos opaca y 

la superficie aserrada. Por ello se evalu cada caracteristica por separado, observando de 

manera independiente tas estructuras internas y las caracteristicas externas de la gonada 

(Cuadro 4). 

Cuadro 3. RESULTADOS DE LA IDENTIFICACION DEL SEXO DE LAS GONADAS 

TRATADAS CON LA TECNICA DE ACLARAMIENTO APLICANDO LA 

DESCRIPCION DE VAN DER HEIDEN et ai. (1983, 1985) 

ree 

D. conacea 0 13 13 18 44 

L. olivacea 2 2 16 0 20 

  

                

Cuadro 4, RESULTADOS DE LA IDENTIFICACION DEL SEXO POR LA TECNICA DE 

ACLARAMIENTO CON _ GLICERINA, CONSIDERANDO LAS 

CARACTERISTICAS EXTERNAS E INTERNAS INDEPENDIENTEMENTE. 

    

  

  

  

  

  

  

  

        

Machos 0 10 

D. Hembras 25 14 

coriacea Intersexos 1 2 

Perdidas 18 18 

Total 44 44 

Machos 2 18 

L. Hembras 18 2 

olivacea Intersexos 0 0 

Total 20 20       
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Las caracteristicas especificas que se emplearon para sexar a las crias fueron las 

siguientes: 

1) Se considerdé macho si presenté estructuras tubulares en su interior y hembra si 

la g6nada era transparente, sin importar los bordes de la gonada (este criterio 

es el empleado por Benabib, 1984). 

2) Si la génada presentaba los bordes con numerosos pliegues y el area central 

menos opaca que los bordes se identificd como hembra y si el contorno era liso 

se identificé como macho (criterio empleado por Brisefo, com. pers.). 

En ambos casos se identificd a la gonada como intersexo cuando presentaba 

una combinacion de caracteristicas de macho y de hembra. 

De las 44 génadas de tortuga taud designadas para aclararse con glicerina, 18 (41%) 

se perdieron al ser procesadas, principalmente durante la diseccién, al momento de separar la 

gonada del rifidn. En ocasiones, no fue posible distinguir la gonada a simple vista y en et 

campo no se conto con microscopio, o bien algunas génadas se encontraban muy adheridas 

al rifién y al momento de separarlas se rompian haciendo mas dificil su observacién después 

del aclaramiento. Por estas razones solo se logré identificar el sexo de 26 génadas (59%). 

En tos cuadros 5 y 6 se muestran los resultados comparativos del sexado de las 

gonadas de crias de D. conacea y L. olivacea respectivamente con las técnicas de histotogia y 

aclaramiento con glicerina, utilizando los distintos criterios mencionados. 
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Cuadro 5. 

G-1 

G3 

G4 

G5 

G6 

G? 

*G-8 

“G9 

*G-10 

G11 

G12 

G13 

G14 

“G15 

G-16 

*G-17 

"6-18 

*G-19 

G-20 

G21 

*G-22 

*G-23 

“G24   

RESULTADOS COMPARATIVOS DEL SEXADO EN CRIAS DE TORTUGA 
LAUD, CONSIDERANDO DIFERENTES CRITERIOS. 

ambigua 

ambigua 

e 

9 

9 

ambigua 

ambigua 

ambigua 

ambigua 

9 

{%/e)  Intersexo 
(‘) Génadas en las que se identificé el sexo con los cuatro criterios. 

(—) Gonadas perdidas durante la diseccién o procesamiento. Continua... 
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RESULTADOS 

Cuadro 5. Continuacion. 

? 

ambigua 

ambigua 

ambigua 

ambigua 

2 

ambigua 

ambigua 

e 

9 

g 

  *G-44 ambigua 

(%e) — Intersexo 
(‘) Génadas en las que se identificé el sexo con los cuatro criterios. 

(—)_Génadas perdidas durante la diseccién 0 procesamiento. 
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RESULTADOS 

Cuadro 6. RESULTADOS COMPARATIVOS DEL SEXADO EN CRIAS DE TORTUGA 

GOLFINA CONSIDERANDO DIFERENTES CRITERIOS. 

ambigua 

ambigua 

G-3 ambigua 

ambigua 

G5 ambigua 

G4 ambigua 

G7 o 

G8 9 

G3 ambigua 

G-10 ambigua 

G11 ambigua 

G-12 ambigua 

G-13 ambigua 

G-14 ambigua 

G15 ambigua 

G-16 ambigua 

G-17 ambigua 

G-18 9 

G-19 o 

G-20 ambigua   
Para determinar fa equivalencia de los resultados obtenidos con los distintos criterios 

para la identificacion de! sexo, solo se trabaj6 con las 21 génadas de tortuga iaud que se 

fograron sexar con los cuatro criterios, y con las 20 génadas colectadas de golfina. 

En ios cuadros 7 (a, b, c, d, e, f}) y 8 (a, b, ¢, d, e, f) estan representadas las tablas de 

contingencia utilizadas para la prueba de acuerdo de casos especiales de asociacién, que 
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relacionan los diferentes criterios usados para la identificacién del sexo en cada especie: en la 

diagonal de cada cuadro se presenta el numero de génadas que tienen el mismo sexo con 

diferentes criterios y fuera de la diagonal se observan los que no son del mismo sexo. Los 

valores calculados de K, intervalos de confianza de K, 0’, Z y P se muestran en el cuadro 9 

Cuadros 7 (a, b, ¢, d, e, f)}. TABLAS DE CONTINGENCIA COMPARANDO LOS 

CUATRO CRITERIOS UTILIZADOS EN GONADAS DE CRIAS DE 

TORTUGA LAUD. 

      

  

  

      

21 

e 
   

En las tablas de contingencia de los cuadros 7 (a, c, d, e, y f) logramos observar que 

menos del 38.1 % de las gdénadas trabajadas coinciden en la identificacian del sexo con 

diferentes criterios; mientras que en el cuadro 7 b comparando la técnica histoldgica con ta 

técnica de aclaramiento utilizando el criterio de Briserio (com. per.) se obtuvo que el 61.9 % 

de las génadas, si tienen resultados similares. 
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También se puede ver que al comparar la técnica de aclaramiento utitizando et criterio 

de Van der Heiden et af. (1985) con otros criterios el 61.9 % de los resultados son ambiguos, 

ya que con este criterio fue mas dificil la identificacién del sexo en las ganadas trabajadas. 

Cuadros 8 (a, b, c, d, e, f). TABLAS DE CONTINGENCIA COMPARANDO LOS 

CUATRO CRITERIOS UTILIZADOS EN GONADAS DE CRiAS DE 

TORTUGA GOLFINA     
  

  

  

      Total 218 20       

        

    

0 

2 16 

  

€ 

En los cuadros 8 (a, c, d, @ y f) de las tablas de contingencia de la tortuga golfina, los 

valores de similitud entre los diferentes criterios fue menor del 20 % y en el cuadro 8 b la 

similitud de los resultados es del 80 %, comparando et criterio de Briseho (com. per.) con la 

técnica histoldgica. 

El uso del criterio de Van der Heiden et ai. (1985) resulté en un 80 % de génadas con 

sexado ambiguo, por Jo que dificilmente pueden compararse estos resultados con los de la 

identificacién del sexo usando otros criterios. 
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RESULTADOS 

Cuadro 9. RESULTADOS DE LA PRUEBA ESTADISTICA DE CONTRASTE. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

a) Histologia vs. Benabib 0.06 | 013 | 0.17 0.3932 | (-0.77,0.65) 

b) Histologia vs. Brisefio 0.38 | 0.02 2.45 0.0198 | (0.08,0.68) 

D. c) Histologia vs. Van derH. | 0.13 | 0.04 0.67 0.3187 | (-0.25,0.50) 

coriacea | a) Benabib vs. Brisefio -0.05 | 0.14 | 014 | 0.3951 | (-0.80.0.69) 

e) Benabib vs. Van der H. 0.03 | 0.15 0.07 0.3980 | (-0.73.0.79) 

f)Brisefio vs. Van der H. 0.26 | 0.03 1.56 0.1182 | (-1.23,1.75) 

a) Histologia vs. Benabib T-o22 0.29 -~0.40 0.3683 | (-1.27,0.84) 

b) Histologia vs. Brisefio 0.23 | 0.09 0.78 0.2943 | (-0.35,0.81) 

L. c) Histologia vs. Van derH. | -0.06 | 0.14 -0.15 0.3945 (-0.79,0.67) 

ofivacea | d) Benabib vs. Brisefo 0.02 | 0.18 0.06 0.3982 (-0.81 0.86) 

e) Benabib vs. Van der H. 0.11 | 0.12 0.32 0.3780 | (-0.56,0.78) 

f)Brisefo vs. Van der H. 0.11 0.12 0.32 0.3790 | (-0.56,0.78)                   

Los resultados del analisis estadistico en las comparaciones a, c, d, e y f en la tortuga 

D. coriacea indican que ios criterios comparados no son equivalentes, ya que los valores de P 

obtenidos son mayores que el esperado (P<0.05 con un a=0.05). Esto significa que los 

resultados estan en la regién de rechazo de la hipdtesis nula, mientras que en !a comparacion 

entre los sexos identificados con la técnica de histologia y los del criterio de Brisefio (b) los 

valores de P estan dentro de la regién de aceptacién con un valor de P=0.0198<0.05. 

También podemos observar que en las comparaciones a, c, d, e y f no existe concordancia en 

los intervalos de confianza (K), ya que en la prueba de acuerdo de casos especiales de 

asociacién como regla general no se espera obtener entre esos intervalos el cero (0), 

mientras que en la comparacién b si existe concordancia entre las técnicas y criterio 

empleado, ya que los intervalos de confianza son >0. Por lo tanto se deduce que los 

resultados del contraste de criterios y técnicas elegidos, fueron discrepantes en la mayoria de 

las comparaciones con excepcién de ia comparaci6n entre la técnica histoldgica y la técnica 

de aclaramiento con el criterio de Brisefio. 
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Sin embargo en la prueba estadistica de contraste para la tortuga L. olivacea no existio 

equivalencia en las comparaciones, ya que los valores de P obtenidos fueron mayores que el 

esperado (P<0.05), estando los resultados en la region de rechazo. Ademas entre los 

intervalos de confianza de K existe el cero (0) en todos los casos, por lo que las 

comparaciones con los diferentes criterios en esta especie son discrepantes. Esto es debido a 

que en las tablas de contingencia para la tortuga golfina se trabajo con una variable menos 

{ovotestis) lo que nos permite hacer mas representativa la prueba estadistica ya que en esta 

prueba las tablas de continguencia de 2X2 nos permiten eliminar et indice de error. 

En 34 crias de tortuga laud se identificé el sexo por la técnica histolégica. Estos 

resultados se relacionaron con la zona de incubacién de los nidos y su temperatura promedio 

durante todo el periodo de incubacién, para ver si la proporcién de sexos resultante era 

consistente con la proporcién de sexos que podria esperarse de acuerdo con la temperatura 

de incubacion (cuadro 10). 

Cuadro 10. PROPORCION DE SEXOS DE LAS CRIAS DE TORTUGA LAUD 

INCUBADAS CON DIFERENTES TECNICAS. 

  

  

  

  
  

A (cerca del mar) 30.0 +0.9°C 769% | 76.92% | 15.39% 13 

B (lejos del mar) 30.240.5°C | 12.50% | 62.50% | 25.00% 8 

C (caja) 26.040.7 °C | 69.23% | 30.77% | 00.00% 13 

Numero Total de crias 11 19 4 34               

En el cuadro 11 se muestran las temperaturas a las que estuvieron sometidos los nidos 

de tortuga laud durante el desarrollo embrionario, desde la fecha de siembra del nido hasta la 

fecha de emergencia de las crias a la superficie del nido. 

Las temperaturas a las que estuvo sometido el nido de tortuga golfina A-237, durante 

Su desarrollo fueron: promedio 29.9°C, maxima 30.3°C y minima 29.0°C. 

Las temperaturas a las que estuvieron sometidos los nidos A-10, B-33 y C-64 durante 

el desarrollo embrionario en cada una de las técnicas de incubacién, muestran que los huevos 

colocados en cajas de poliuretano estuvieron aproximadamente 4 °C mas frios durante el 
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segundo tercio del periodo de incubacién, periodo en el que se ha demostrado ocurre la 

diferenciaci6én sexual (Yntema y Mrosovsky, 1982; Morreale ef a/., 1983: Merchant et a/., 1989: 

Fig. 9). Las crias de la caja C-64 fueron machos mientras que en los nidos A-10 y B-33 las 

crias fueron determinadas como hembras. En ei nido A-237 de tortuga golfina, las 

temperaturas durante el segundo tercio del periodo de incubacién fueron menores de 30 °C lo 

que nos dio como resultado la obtencién de mas machos (Fig. 10). 

Cuadro 11. TEMPERATURAS PROMEDIO, MAXIMAS Y MINIMAS DE LOS 

NIDOS DURANTE EL PERIODO DE INCUBACION DE LAS CRIAS 

DE TORTUGA LAUD. 

6.0% 

2.9% 

8.8% 

2.9% 

2.9% 

2.9% 

2.9% 

2.9% ~ 

8.8% - 

55.7% | 32.3% | 12.0%       Ordofiez E., M.-C. 29



  

RESULTADOS 

  

34 2° Tercio 

32 

30 

28 

26 

T
E
M
P
E
R
A
T
U
R
A
 

°C
 

24 

22 

  

N N N Nn N NN a oO oo om 

SG 8 GF BF @ SF GF 8 BF F 
> > > o o Go o v o a 
o 2 o a A a £ c Cc Vv 

= z = ; ; ? wt wi Ww u 
Las] ao oo oO r--] o K ~ lad wo 
o - N So - N oO - N o 

FECHA 

# NIDONATURAL + VIVERO -x CAJAS     
  

Fig. 9 Registros diarios de temperaturas de tres nidos de tortuga laud, tratados 

con tres técnicas de incubaci6n. 
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Fig. 10. Registros diarios de temperaturas en nido de tortuga golfina. 
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DISCUSION 

Las gonadas de las tortugas laud y golfina recién emergidas, mostraron caracteristicas 

histolégicas en una fase de diferenciacién incompleta. Esta observacidn coincide con trabajos 

realizados por Merchant et a/., (1989), Rimblot ef a/., (1985) y Gamez (1996) en los que se 

discuten las caracteristicas histologicas de las génadas de crias recién emergidas de tortuga 

golfina y iaud respectivamente. 

En las génadas clasificadas como ovarios (Fig. 3), es claro el mayor desarrollo de la 

corteza y la fragmentacién de los cordones sexuales; no hay formacién de foliculos y los 

ovocitos no han iniciado la meiosis, como ocurre en algunas especies de tortugas de agua 

dulce como Emys orbicularis (Pieau, 1974). Por otra parte, en las gdnadas clasificadas como 

testiculos (Fig. 4), todavia no se han diferenciado las células de Leydig ni los tubulos 

seminiferos, que mantienen caracteristicas de cordones sexuales embrionarios. En los 

ovotestis (Fig. 5) la corteza se engrosa como en los ovarios, pero a diferencia de estos, los 

cordones medulares no se fragmentan y mantienen su identidad como en los testiculos. En 

los tres tipos de génadas se presenta un cierto grado de vascularizacién presentandose de 

diferente forma en cada sexo: en et ovario se encuentra principalmente en la parte medular, 

mientras que en el testiculo se observa en la periferia de la génada y en las génadas 

indiferenciadas no se observé un patron especifico de la localizacion de éstos. 

Estas observaciones dejan aun por resolver el problema de la diferenciacién sexual 

definitiva de las génadas; por ello se sugiere emplear los calificativos de ovario o testiculo 

inmaduros, ya que las génadas de las crias estudiadas se encontraron en las primeras etapas 

de diferenciacién histolégica. La formacién de foliculos con ovacitos en meiosis en los ovarios 

y la formaci6n de tubulos seminiferos con células de Leydig en los testiculos se realiza 

después de la eclosién en otras tortugas; sin embargo, la edad a la que estos procesos se 

llevan al cabo en las tortugas marinas, no se ha establecido. Las tortugas marinas tienen un 

lento proceso de maduracion sexual que puede tomar entre 15 y 30 afos de acuerdo con la 

especie y con las condiciones en las que se desarrollan. Dadas las caracteristicas 

embrionarias de las génadas en el momenta del nacimiento, potencialmente podria revertirse 

el sexo en una etapa posterior, ya que el aspecto histolégico de las gonadas de las crias 

muestra cierto grado de bipotencialidad. 

Algunos autores como Limpus y Walter (1980) mencionan que C. mydas y otras 

especies de tortugas marinas, tardan mas de 30 afios en llegar a la edad adulta. Merchant 
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(com. pers.), realiz6 un estudio sobre el desarrollo embrionario de las gonadas en 3 especies 

de tortugas marinas y encontrd que las génadas de D. coriacea son las de mas lenta 

diferenciacién, seguidas por L. olivacea y C. agassizi, que presentan mayor diferenciacién en 

el momento de la eclosion. 

Algunos de los criterios considerados en el presente trabajo para identificar el sexo en 

las gonadas aclaradas, coinciden con trabajos realizados por Benabib (1984) trabajando con 

D. coriacea y Silva (1986) con L. olivacea. En la tortuga laud, algunas gonadas presentaron 

tanto caracteristicas de testiculo como de ovario, las cuales fueron consideradas ovotestis: 

esta situacion no ocurre en las tortugas golfinas, ya que hay una diferenciacion sexual mas 

evidente. Esto mismo se observé en los cortes histolégicos de las génadas. Lo anterior es 

similar a nuestros resultados, ya que pudimos observar que en Ia tortuga golfina es mas 

definido el sexo de la gonada y no se encontraron intersexos. Fue mas dificil identificar el 

sexo en la tortuga laud y ademas se observaron génadas que presentaban caracteristicas 

tanto de ovario como de testiculo (intersexos u ovotestis). 

En trabajos anteriores, se describe la presencia de tubulos seminiferos como 

caracteristica principal de tos testiculos aclarados con glicerina (Spotila et a/., 1983; Benabib. 

1984). Esta interpretaci6n es prematura, ya que como se observé en los cortes histolégicos, 

las gonadas en proceso de diferenciaci6n presentan solamente cordones medulares 

primarios, los cuales probablemente podran derivarse en tubulos seminiferos al diferenciarse 

totalmente la gonada como testiculo (Yntema y Mrosovsky, 1980). Se plantea ta hipdtesis de 

que los tubulos que se observan en las génadas aclaradas, son los vasos sanguineos 

periféricos que son muy notorios en los cortes histolégicos de las génadas masculinas. Pero 

se observé en [os resultados que la vascularizacién de las génadas no tiene relacién con los 

tubulos que se observan en el interior de las génadas clasificadas como masculinas. 

Las técnicas aplicadas para sacrificar a las crias presentaron una relacién con la 

presencia de los tubulos; en las tortuga latid que se decapitaron, se desangraron tas crias y 

por lo tanto, también los vasos sanguineos de la gonada, asi que al identificar el sexo de esas 

crias por la técnica de histologia se pudo observar la presencia de vascularizacién pero al ser 

aclarada la génada, los tubulos no presentan ninguna coloracién, haciendo mas dificil su 

visualizacién. En estas gonadas no se identificaron machos, al aplicar el criterio de Benabib 

(1984), mientras que en tortuga golfina, que se sacrificaron con pentobarbital sédico y fijada 
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inmediatamente las crias, se identificaron 2 machos con el criterio de Benabib. Como se 

indicé antes, la presencia de la vascularizacién no estuvo relacionada con el sexo, ya que en 

tortuga goifina, donde los tubulos presentaron coloracion, sélo el 10 % de las muestras fue 

posible identificarias como machos, sin embargo a nivel histoldgico se clasificd ef 80 % de los 

individuos como machos. 

En el presente trabajo, se identificaron algunos problemas para el sexado en las dos 

especies estudiadas, al seguir los criterios propuestos en los trabajos de Van der Heiden et al. 

(1983, 1985) con L. olivacea y C. Agassizi. La combinacién de los atributos internos y externos 

que deben presentar cada uno de los sexos, seguin su publicacién, no se localizaron en 

algunas de las muestras analizadas. A! considerar tas caracteristicas internas y externas por 

separado, tampoco fue posible {a identificacién del sexo. Las muestras con esta dificultad se 

denominaron como génadas ambiguas: el 61.9% de las gonadas de laud y el 80% de las 

gonadas de golfina fueron ambiguas. Sin embargo otros autores como Silva (1986) trabajando 

con L. olivacea, y Aguilar (1987) con L. kempi, al aplicar la técnica de aclaramiento de Van der 

Heiden et a/. (1983, 1985), consideraron sdlo las caracteristicas externas de las gonadas para 

sexar y describieron a las génadas que dan origen a un ovario como aquellas que 

presentaron una superficie estriada o con pliegues muy marcados, y los testiculos una 

superficie lisa. 

Por otro lado, Benabib (1984) también usando la misma técnica, informe que en la 

tortuga Dermochelys coriacea se distinguen tres tipos de gonadas, considerando solo las 

caracteristicas internas que pueden observarse debido a la transparentacion del érgano. Los 

ovarios los describe como totalmente transparentes, los testfculos con estructuras tubulares 

en su interior y las ovotestis con zonas transparentes y tubulares a manera de manchones, 0 

tubulos fragmentados, no completamente formados. 

En este trabajo, el proceso histoldgico no result6 equivalente, con la mayoria de los 

criterios seleccionados para la identificacién del sexo con la técnica de aclaramiento, ya que 

los resultados fueron significativamente contrastantes (Cuadro 9). Los resultados también 

indican que la identificacién del sexo por medio de la histologia es mas precisa, ya que por lo 

menos hay una serie de criterios claros para determinar el sexo de la goénada que se esta 

examinando. 
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Cabe mencionar aigunas fallas metodolégicas que probablemente impidieron realizar 

una buena observacién de las gonadas aclaradas como son: la falta de calidad del 

aclaramiento, derivado probablemente de una fijacién inadecuada, presentandose mas 

frecuentemente en jas gonadas de tortugas laid. Fue comun que durante el procesamiento y 

la observacion, estas gonadas se rompieran con gran facilidad. Otro factor importante en 

muchos casos es que las génadas se encontraron en una fase muy indiferenciada y no fue 

posible identificar las caracteristicas informadas en otros trabajos. 

Al comparar las técnicas para ver la validez existente entre ellas, se pudo observar que 

si existe una analogia significativa entre los criterios de Brisefio para el sexado por 

aclaramiento y el sexado histoldgico en tortuga laud, pero ésta no es confiable por la marcada 

indiferenciacién de tas génadas. En las demas comparaciones no se encontré equivalencia, 

ya que estadisticamente, todas las comparaciones fueron rechazadas; podemos observar en 

los cuadros 7 a, c, d, e y f que fuera de la diagonal (zona de sexos equivalentes) se presentan 

mas del 62% de las génadas lo que permite rechazar las comparaciones. Sin embargo en la 

tortuga golfina se observd que ninguna comparacion fue equivalente, esto se debe a que las 

gonadas presentan mayor diferenciaci6n y no se lograron identificar gonadas como 

intersexos, por ello fas tablas de contingencia tienen una variable menos que permite que los 

los resultados se distribuyen homogéneamente, por ello la prueba estadistica es mas 

confiable, se puede observar que en la tabla de contingencia 8 b existe mas de! 80% de los 

datos dentro de la diagonal lo que nos permitiria suponer que existe analogia en esta 

comparacion, pero los resultados estadisticos nos muestran que no existe tal similitud. Los 

resultados sobre la similitud entre técnicas coinciden con los reportados por Gamez (1996) 

Aguilar (1987) realizé un trabajo comparativo entre las técnicas de sexado en crias de 

L. kempi, tomando en cuenta el criterio de las caracteristicas externas de la génada y reporta 

que no existe diferencia entre las técnicas de inclusién en parafina y el aclaramiento con 

glicerina, mientras que Mrosovsky y Benabib (1990), trabajando con C. caretta y D. coriacea, e 

identificande los sexos con las caracteristicas internas de la génada, reportan que no existe 

tat similitud entre ambas técnicas, fo cual coincide con nuestros resultados. 

Por lo dicho anteriormente, no recomendamos usar la técnica de glicerina, ya que por 

un lado fa forma de la génada no nos dice nada sobre sus estructuras internas, y por el otro, 

las caracteristicas internas que pueden observarse con la técnica de aclaramiento resulta 
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ambigua para identificar el sexo de D. coriacea y L. olivacea. Por lo tanto, recomendamos 

utilizar la técnica de histologia, ya sea por inclusién en parafina o epdn, ya que a pesar de ser 

laboriosas, estas técnicas nos permiten establecer con mas seguridad el sexo de las gdnadas 

Por ello se recomienda que mientras no se defina un criterio patron para sexar las génadas 

aclaradas, no es recomendable aplicar e! método con glicerina. Ademas es necesario evaluar 

en qué especies es posible emplear ja técnica de glicerina, tomando en cuenta la poca 

diferenciacién encontrada en las distintas especies de tortugas marinas. 

Brisefio y Abreu (en prep.) en un informe que amplia lo publicado por Van der Heiden 

et al. (1983, 1985) recomiendan realizar un proceso secuenciai en el cual se aplique la técnica 

de aclaramiento, y sdlo en caso de alguna duda sobre el sexado, se aplicaria la técnica de 

histologia. La Fig. 11 muestra los pasos propuestos por estos autores para la identificacion 

del sexo en crias de tortugas marinas. El problema basico de este esquema, es que la 

identificaci6n del sexo de las crias de tortugas marinas mediante la técnica de aclaramiento 

con glicerina aun no se ha validado. En los resultados podemos observar que existe 

discrepancia en los criterios usados para identificar ef sexo con la técnica de aclaramiento, 

por lo que es recomendable establecer primero qué caracteristicas hay que utilizar como 

indicativos de cada sexo, y con un alto nivel de confianza. 

Si se sigue este esquema para el sexado de las génadas es recomendable realizar 

también un estudio histolagico de las génadas para ver si el criterio que se esta empleando es 

el correcto. Por lo menos en un inicio, deberia aplicarse la técnica de histologia como 

validacién de la técnica de glicerina, y no sélo cuando existan dudas. La técnica de histologia 

podria aplicarse a la misma gonada aclarada con glicerina, que se puede incluir en parafina o 

epon y realizar los cortes histolégicos, o trabajar una gonada con la técnica histoldgica y otra 

con aclaramiento, pero indicando qué criterio es el que se esta empleando para sexar. 

También seria recomendable realizar un buen disefio experimental que incluya muestras de 

todas las especies, incubarlas a la misma temperatura, y aplicar el proceso secuencial 

sugerido por Brisefio y Abreu (en prep.). Lo anterior permitiria la identificacién de ta eficiencia 

de las técnicas mas conocidas en relacién a factores de precisién y de costo-beneficio y 

también se determinaria el gradiente de diferenciaci6n que poseen las génadas de las crias 

recién emergidas de cada especie de tortuga marina. 
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Fig. 11 Proceso secuencial para la identificacion del sexo. 

Como recomendacién adicional, se resalta tomar en consideracion algunos problemas 

que pueden suscitarse al realizar el proceso sugerido. Por ejemplo, al separar las gonadas del 

tifion puede haber pérdida o rotura del tejido de la génada, por lo que la observacién directa 

del organo y la identificacion del sexo puede dificultarse, principalmente en especies con 

menor diferenciaci6n de las génadas al nacer (v. gr. D. coriacea). Cuando no se tiene 

experiencia, es recomendable adquirir un entrenamiento previo tanto en la técnica de 
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aclaramiento como en Ia histologia. Es recomendable trabajar la misma muestra con ambas 

técnicas. Lo anterior ayudara a establecer los criterios que se tomaran en cuenta al definir las 

caracteristicas mas conspicuas para la identificacion de cada sexo. También es muy relevante 

la consideracién de la presencia de intersexos. 

Otro problema identificado al trabajar con la diseccién de ta laud en el campo, es el 

procedimiento para lograr una conservacién adecuada. Al separar el tejido del rifidén, es 

frecuente la ruptura de la gonada y al aclararse, el tejido se vuelve friable y dificulta su 

observacidn. Por ello, es recomendable que la génada se fije inmediatamente después de la 

muerte de la tortuga para evitar la descomposicidn del tejido. 

También se recomienda aplicar la técnica de histologia y {a de aclaramiento de 

glicerina en una misma goénada, usando la mitad del organo para cada técnica. Como 

altemativa, es posible someter una misma génada al proceso de aclaramiento y una seccién 

de esa gonada puede utilizarse para realizar cortes histolégicos. De esa manera se podria 

asegurar que no haya discrepancia en los resultados observados derivados de una eventual 

diferenciacion entre las gonadas de un mismo individuo. 

Los estudios sobre la influencia de la temperatura de incubacion en la determinacién 

del sexo (v. gr. Bull, 1980; Benabib, 1984: Millan, 1988; Merchant y Villalpando, 1990) 

coinciden con los resultados que se muestran en el cuadro 10. En los nidos incubados en 

cajas se registro una temperatura promedio de 26.0 + 0.7°C y se obtuvo mayor cantidad de 

machos (69.23%) de 13 crias y en las nidadas incubadas en vivero en la zona A (cerca del 

mar) la temperatura promedio fue de 30.0 + 0.9°C obteniendo un 76.92 % de hembras de 13 

crias y en la zona B (lejos del mar) donde se registré una temperatura promedio de 30.2 + 

0.5°C se obtuvo el 62.5 % de hembras de 8 cias. Como podemos observar en estos 

resultados, el manejo de las nidadas que se realiza en los campamentos tortugueros permiten 

modificar jas temperaturas de los nidos. También nos sirve para tener un seguimiento de la 

variacion de la temperatura de incubacién. 

Sin embargo, de tas 34 crias de laud trabajadas, se logré observar que en los nidos de 

la zona A (cercanos al mar), y considerada como zona de nidos naturales, presentaron 

temperaturas maximas de 31.7 °C, minimas de 29.0 °C y temperatura promedio de 30.0 + 

0.9°C; en estos nidos se obtuva una proporcion de 2.9 % de machos y 6.0 % de intersexos. 

En Ios nidos de la zona B (vivero), se registraron temperaturas promedio de 30.2 + 0.5°C, con 
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un maximo de 31.9°C y minimo de 29.0°C se obtuvo una proporcién de machos e intersexos 

igual que en la zona A (2.9% machos y 6.0 % intersexos cuadro 11 y figuras 9 y 10)). Como 

se puede ver es minima la variacién de las temperaturas de la zona A y B. Esta pequeria 

vartacion probablemente se deba a la poca influencia de la humedad en los nidos de zona B, 

ya los nidos cercanos al mar (A) tienen un poco mas de humedad (Benabib, 1984). La 

temperatura en las cajas fue menor debido a que al protegerlas de los cambios de 

temperatura exterior en la camara de incubacién se les proporcioné sombra, produciendo un 

decremento de la temperatura, influyendo ademas en el periodo de incubacién de Jas nidadas. 

Por lo anterior se puede decir que con las técnicas conservacionistas realizadas en el 

campamento tortuguero "El Farito" se puede producir una poblacién relativamente 

homogenea de sexos 1:1. El sdlo empleo det vivero favoreceria la produccion de hembras y 

fas cajas la produccién de machos. Pero aun queda todavia por resolver cual es la proporcion 

de sexos en las poblaciones naturales, y si existen algunos otros factores externos que 

influyan en la diferenciacién sexual definitiva de estos organismos después de la eclosion y 

que pudieran ocasionar un cambio en el sexo diagnosticado en las crias recién emergidas. 
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

De acuerdo con los objetives planteados para el presente trabajo, podemos concluir y 

recomendar lo siguiente: 

1. La técnica de sexado por aclaramiento es poco confiable para L. olivacea, y 

para D. coriacea, por lo que definitivamente no es recomendable 

2. Las génadas de las tortugas marinas L. olivacea y D. coriacea recién 

emergidas, muestran caracteristicas histélogicas poco diferenciadas. La etapa 

de maduracién sexual histolégica definitiva esta todavia por establecerse. Por 

ello se recomienda que al sexar las gonadas de crias de estas dos especies, 

se utilice el calificativo de ovario o testiculo inmaduro, en lugar de ovario y 

testiculo solamente. 

3. Entre las técnicas de procesamiento gonadal (histolégica y aclaramiento por 

glicerina), recomendamos el uso de histologia, ya sea por inclusion en plastico 

© parafina, ya que aunque la técnica de aclaramiento sea mas facil y 

econdémica, no permite identificar el sexo de las génadas de manera confiable 

como el estudio histolégico, debido a la inmadurez de las gonadas 

4. La temperatura de incubacion es un factor importante en la determinacion del 

sexo de tortugas laud y golfina) En fos programas de proteccién y 

conservacion, recomendamos se utilicen diferentes técnicas de incubacién, 

registrando Ias fluctuaciones de temperatura a las que se someten tos nidos, 

para hacer una estimacién de la proporcién de sexos en crias reciutadas a la 

poblacién natural. 
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Anexo 1 UBICACION TAXONOMICA DE LAS TORTUGAS MARINAS 

CLASE: REPTILIA 

SUBCLASE: ANAPSIDA 

ORDEN: TESTUDINES 

SUBORDEN: CRYPTODIRA 

SUPERFAMILIA: CHELONIOIDEA 

FAMILIA: CHELONIIDAE 

GENEROS: Caretta 

ESPECIES: Caretta caretta (Caguama) 

Chelonia 

Chelonia mydas (Verde) 

Chelonia agassizi (Prieta) 

Eretmochelys 

Eretmochelys imbricata (Carey) 

Lepidochelys 

Lepidochelys kempi (Lora) 

Lepidochelys olivacea (Golfina) 

Natator 

Natator depressus (kikila) 

FAMILIA: DERMOCHELYIDAE 

GENERO: Dermochelys 

ESPECIE: Dermochelys coriacea (Latid) 
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Anexe 2 Técnica de procesamiento de tejido para inclusion en epdn. 

Fijacion: 

Cada tejido se coloc6 en un frasco con fijador Karnovsky modificado (1965) 0.1 M, ph 7.3. 

Post-fijaci6n: 

Los tejidos se lavaron con buffer de cacodilato de sodio 0.1 M (4°C), 1h 

Se colocaron en tetradxido de osmio 1% Zelter QUST (tapados con parafilm) (4°C), 1 h. 

Posteriormente se lavaron tres veces con agua destilada 

Deshidratacion 

Tres cambios con alcohol 70 % y dejarlo 10 min (4°C). 

Tres cambios con alcohol 80 % y dejario 10 min (4°C). 

Tres cambios con alcoho! 90 % y dejarlo 10 min. 

Tres cambios con alcohol 95 % y dejarlo 10 min. 

Tres cambios con alcohol 100 % y dejarlo 20 min. 

Tres cambios con alcohol 100 % y dejarlo 20 min. 

Oxido de propileno 20 min. 

Oxido de propileno 20 min. 

Impregnaci6n: 

Proporcién de mezclas (epon 812 - éxido de propileno). 

Epén-Oxido de prapileno 1:1, temperatura ambiente 1h. 

Epén-Oxido de propileno 2:1, temperatura ambiente 1 h. 

Epén-Puro (812), temperatura ambiente 24 h. 
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Inclusién: 

En moldes, segun el tamafo del tejido y las necesidades se deja en una estufa con Epén 

812, polimerizar a 60 °C, 24h. 

Preparacién del Epén 812 (Luft, 1961). 

Para 10 mi se tomaron las siguientes porciones: 

-7 ml de mezcla "A": (la cual consiste en 50 ml de epon 812 mas 81 mi de dodecenil 

succinico anhidro - DDSA). 

-3 ml de mezcla "B": (la cual consiste en 50 mi de epon 812 mas 44 mi de metil nadico 

anhidro - NMA). 

-0.15 mi de catalizador DMP - 30 (2,4.6 - tris - dimetil aminometil fenol). 

Las tres porciones se batieron durante 15 a 20 minutos, evitando la formacion de 
burbujas. 

En el laboratorio, las mezclas "A" y "B", asi como el epon 812 se conservan a 4 °C. 
Antes de abrirse y usarse se dejaron 1 hora a temperatura ambiente. 
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Anexe 3 Técnica de procesamiento de tejido para inclusion en parafina. 

Fijacion: 

Los tejidos se fijaron en una solucién de formol al 10% en buffer fosfato 1 M. 

Post-fijacion: 

Se lav6 el tejido al chorro del agua durante 2 h. 

Deshidratacion: 

_ Alcohol 50 % 2 h. 

Alcohol 70 % 2 h. 

Alcohol 80 % 2 h. 

Alcohol 96 % 2 h. 

Alcohol 100 % 2 h. 

Alcohol 100 % Xitol 2 h. 

Xilol 2 h. 

Impregnaci6n: 

Paraplas 1, 15 min. 

Paraplas 2, 15 min. 

(Deben mantenerse en estufa a 50°C) 

Inclusién: 

En moldes de papel o carton agregar parafina y colocar el tejido horizontatmente hasta que la 

parafina endurezca a temperatura ambiente. 24 h. 

Cortes: 

Una vez incluido el tejido, se practicaron cortes con microtomo de 7 u 8 micras, los cuales se 

colocan en una tina de agua a 25°C con grenetina para que el tejido se estire y se adhiera al 

portaobjetos. 
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Anexe 4 Técnica de tincidn Hematoxilina-Eosina. 

Desparafinar en xilol las preparaciones durante 10 min. 

Hidratacién: 

Alcohol absoluto, 10 min. 

Alcohoi 96 %, 10 min. 

Alcohol 70 %, 10 min. 

Alcohol 50 %, 10 min. 

Agua destilada, 10 min. 

Hematoxilina de Hams, 30 a 45 seg aproximadamente. 

Lavar con agua corriente (observar virage). 

Agua destilada, 10 min. 

Alcohol 50 %, 10 min. 

Alcohol 70 %, 10 min 

Eosina, 10 seg. 

Deshidratacion: 

Alcohol 70 %, 10 min. 

Alcohol 96 %, 10 min. 

Alcohol absoluto, 10 min. 

Alcohol Xilol, 10 min. 

Xilol/actarar, 10 min. 

(todos estos cambios a temperatura ambiente) 

ANEXOS 

Montar con balsamo de Canada y dejar sobre una parvilla hasta que seque. 

  

Ordofiez E., MC. 50


	Portada 
	Resumen 
	Índice
	Introducción y Antecedentes 
	Objetivos 
	Área de Estudio 
	Métodos
	Resultados
	Discusión 
	Conclusiones y Recomendaciones 
	Literatura Citada 
	Anexos



