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Nuevo método para simplificar la estimacion de la proporcién sexual en crias de tortuga
marina utilizando datos de temperatura en corrales de incubacién

New method of estimating sex proportion in sea turtle hatchlings using temperature
data in hatcheries
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La temperatura de incubacion en los huevos de
tortuga marina determina el sexo de las crias y en
los Ultimos anos se ha documentado un sesgo de
la proporcién sexual hacia hembras, por lo que se
propone y comparte un modelo matemdatico préctico
gue se desarrolléd con el programa MATLAB que utiliza
la ecuacién de Girondot para estimar la proporcion
de machos de la nidada. El programa necesita
como datos de enfrada el registro de la temperatura
diario del corral de incubacion con un sensor digital
similar al del estudio propuesto, asi como datos de la
bitdcora de anidacion en archivos Excel como fecha
de desove, fecha de eclosidon y nUmero de huevos
o crias vivas. Este modelo puede ser aplicado en las
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diferentes especiesy playas de anidacion. Se presenta
un caso de estudio de Lepidochelys olivacea (tortuga
golfina) en el campamento tortuguero Playa Ceuta

Sinaloa, México.
ABSTRAC

The incubation temperature of sea turtle eggs
determines the sex of the offspring. In recent years
a bias towards females has been documented, so
an easy and practical mathematical model was
developed in MATLAB that uses the Girondot equation
to estimate the proportion of males in a clutch. The
program takes as input Excel files containing daily
temperature records from the hatchery measured with
a digital sensor similar to that of the proposed study,
and laying date, hatching date, and number of eggs
or live offspring from the nesting log. This model can be
applied to different species of sea turtles and nesting
beaches. A case study is presented for Lepidochelys
olivacea (olive ridley turtle) at Playa Ceuta turtle
rookery located in Sinaloa, Mexico.

INTRODUCCION

Las tortugas marinas tienen determinacion sexual de-
pendiente de la temperatura (TSD, por sus siglas en
inglés) y no se ha encontrado una caracteristica mor-
foldgica externa que permita determinar el sexo de
las crias (Yntema & Mrosovsky, 1979). Diversos estudios
han alertado sobre el sesgo hacia una proporcion fe-
minizante de crias en las playas de anidacion (Gib-
bons, 1970; Jensen et al., 2018; Mrosovsky, Dutton, &
Whitmore, 1984; Valenzuela et al., 2019). En la tortuga
marina Lepidochelys olivacea (golfina) los huevos in-
cubados a temperaturas de 28 °C producirdn 100%
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de machos y los huevos incubados a 32 °C produci-
rdn 100% de hembras (McCoy, Vogt, & Censky, 1983;
Wibbels, Rostal, & Byles, 1998). Girondot (1999) propu-
so un modelo matemdtico para predecir la propor-
ciéon sexual de machos en las crias en funcion de la
temperatura media del nido durante el segundo fer-
cio del periodo de incubacién.

El presente estudio tfuvo como objetivo presen-
tar el procedimiento de un modelado matemdtico
en el programa MATLAB para predecir la proporcion
de machos en funcidon de las temperaturas del nido,
teniendo en cuenta el nUmero total de nidos del cor-
ral de incubacién en un campamento tortuguero.

ES Y METODOS

Desarrollo del método

La ecuacion de Girondot (1999) propuesta para
predecir la proporcidon sexual de machos Pm estd
en funcién de la temperatura media T durante el
segundo tercio del periodo de incubacion de cada
nido:

1

P @

T 1ren[lgT

donde P es la temperatura pivote (50% machos y
hembras) y S es un pardmetro de forma que define
gue tan répido cambia la proporcién de sexos con la
temperatura (S <0).

Para conocer la P se recolecta un nido y se in-
cuban los huevos a temperaturas constantes de 28,
29,30,31y32°C, respectivamente, con arena delssitio
de desove y se registra cada minuto la temperatura
durante todo el periodo de incubacion siguiendo el
método de Lépez-Correa, Porta-Gandara, Gutiérrez
y Gomez-Munoz (2010). Posteriormente, el dia de la
eclosion las crias se sacrifican con cloroformo, se ex-
traen las génadas y se fijan con Davidson, se montan
en resina sintética (Humason, 1979) y se conoce el
sexo de las crias usando un microscopio compuesto
de acuerdo con el criterio de Merchant-Larios (2000).

Se utilizaron los valores de los pardmetros S y
P estimados por Sandoval, Gémez-Munoz y Porta-
Gdndara (2017), donde se estimaron a partir del
ajuste del modelo de regresidn no lineal de Mar-
quardt (1963) a los datos experimentales de la fem-
peratura del nido durante el segundo fercio del
periodo de incubaciéon y la proporcidon observada
de machos a todos los datos disponibles de la litera-
tura (Lopez-Correa et al., 2010; McCoy et al., 1983;
Paukstis & Janzen, 1990; Sandoval, 2012; Wibbels et
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al., 1998) para agjustar el modelo utilizaron la funcion
nlinfit. mn de MATLAB Statistics Toolbox, R2006a. La cur-
va de la regresién no lineal obtenida fue significa-
fiva (R? = 0.84, p = 1.97e-26) y las estimaciones de los
pardmetros del modelo fueron: temperatura pivote
P =29.95°C y factor de forma S =-0.63.

El programa MATLAB propuesto en este estudio
permite usar otros valores de los pardmetros del mo-
delo Girondot (ecuacion 1) en la linea de argumen-
tos de la funcién MaleProportion (Apéndice). A par-
tir de la bitdcora del campamento tortuguero para
cada nido i se tomaron los datos de dia de desove
des(i), fecha de eclosion de las crias eclo(i) y nUmero
de huevos h(i) sembrados en el nido. Para estimar la
proporcién de machos en cada nidada es necesa-
rio calcular el periodo termosensitivo (segundo tercio
del periodo de incubacion) individualmente.

Para cada nido i se calcularon el dia inicial ini(i)
y final fin(i) del periodo termosensitivo (ecuaciones 2
y 3) que definen el segundo tercio del periodo total
de incubacioén:

ini(i) = des(i) + %(eclo(i) —des(®) (2

fin(@) = des(i) + %(eclo (@) —des(®) @3)

Con los datos de anidacion del corral de in-
cubacion y los datos de temperatura del sensor co-
locado en la arena a 30 cm de profundidad en el
corral de incubacién promedio Tmean (i) durante el
periodo termosensitivo para cada uno de los nidos
sembrados se calculd a partir de los datos de tempe-
ratura de arena T (t) del corral de incubacién entre
los dias inicial y final (ecuaciones 4y 5):

Tmean(i) = Promedio (T(t); ini(Q) <t < fin(i)) (4)

La proporcién de machos, Pm(i), se calculd a
partir de la ecuacién 1 utilizando T= Tmean(i). La pro-
porcién global de machos, Pm, se calculd a partir de
las estimaciones para cada nido individual i, pm(i)
y el nUmero total de crias supervivientes, e(i), que
corresponde a los criterios de agrupacién (criadero,
estacién o mes), como sigue:

I pm() e
fn =TSN e® ©
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Preparacion de archivos de datos

Se requieren dos archivos de datos: (1) datos de
temperatura de arena del corral de incubacién vy
(2) datos de la bitdcora. El primer archivo contiene
dos columnas: (1) dia del ano con una fraccion
decimal que representa la hora del dia; y (2) datos
de temperatura. En ambos archivos, el nUmero del
dia del afo se calcula de la siguiente manera: se
convierte la fecha en un nUmero vy se resta el nUmero
correspondiente al 31 de diciembre del ano anterior.
Por ejemplo, el 21 de junio corresponde al dia nUmero
172 del ano porque (para la serie de niumeros de
2018): 43272 - 43100= 172. Por ejemplo la fila 172.5,
32.8 significa que la temperatura de la arena del 21
de junio alas 12 h fue de 32.8 °C. El segundo archivo
contiene tres columnas con datos de incubacién: (1)
dia de desove, (2) dia de eclosiéon, y (3) nUmero de
huevos o crias sobrevivientes.

La funcién MATLAB MaleProportion calcula la
proporcién de machos a partir de la temperatura
promedio de la ecuacidn 4. El programa lee los dos
archivos de datos descritos anteriormente. El de Ex-
cel con los datos de temperatura se debe leer pri-
mero, y luego el de datos de anidacién. En el Ultimo
archivo, para cada nido, la proporcidon de machos
se calcula aplicando la ecuacion de Girondot (1)
gue promedia las temperaturas de incubacién du-
rante el segundo tercio del periodo de incubacion
(ecuacién 4). Ademds, la proporcion de machos
global (GMP) para toda la temporada de incuba-
cién calculada a partir de la ecuacion 5.

Caso de estudio

Se usaron la temperatura de la arena y los datos de
anidaciéon de la tortuga L. olivacea del campamento
tortuguero Playa Ceuta, ubicado en Sinaloa, México,
que cubre 30 km alolargo de la costa (24° 10" N, 107°
20" W;23°52" N, 106° 57 " W; figura 1). El campamento
se encuentra en un drea natural protegida (ANP) bajo
la categoria de Zona de reserva vy sitio de refugio para
la proteccién, conservacion, repoblacién, desarrollo y
monitoreo de algunas especies de tortugas marinas,
en la categoria de santuario (SEMARNAT-CONANP,
2016).

Los registros térmicos se realizaron cada 30 min
con un sensor (Hobo UA-001-08) colocado a una
profundidad de 30 cm en una ubicacién que fue-
ra representativa de todos los nidos durante la fem-
porada de anidacion 2009. Con el fin de mostrar las
tendencias generales de la temperatura de los nidos
se calcularon los promedios méviles de la respectiva
ala arena en el corral de incubacién (figura 2).
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Figura 1. Ubicacién del campamento tortuguero Playa
Ceuta en Sinaloa, México.
Elaboracién propia.

La funcidon MATLAB se aplicé utilizando los pa-
rdmetros del modelo Girondot de una adaptacion
general del modelo utilizando conjuntos de datos de
incubacién a temperaturas controladas en el mun-
do (Sandoval et al., 2017). Los archivos Excel de los
datos térmicos y los de anidacidn se prepararon de
acuerdo con la metodologia y se guardaron en el
mismo directorio donde se carga el script de funcio-
nes. En la ventana de comandos (command win-
dow) de los paneles de MATLAB, la funcién se llama
con la siguiente declaracion:

[GMP, N, MonthProp, Males, T] =
(29.9961, -0.6301,110, TableResults')

RESULTADOS

Los registros de temperatura del corral de incubacién
durante la temporada 2009 en el campamento de
tortugas Playa Ceuta en Sinaloa, México, mostrd
que dal inicio de la temporada (julio y agosto) la
temperatura fluctud por arriba de 33 °C, y durante el
segundo tercio del periodo de incubacion se registrd

MaleProportion
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Figura 2. Registros de tfemperatura de la arena a lo largo de la
temporada de anidacién 2009 en el campamento tortuguero
Playa Ceuta, Sinaloa, México.

Elaboracién propia.

por arriba de 34 °C, esperando 100% de hembras.
La temperatura descendi® a partir del mes de
septiembre de 32 °C a 24 °C, pero durante el periodo
fermosensitivo estuvo arriba de 32 °C, por lo que se
marca un sesgo hacia las hembras. Para los huevos
sembrados en el mes de noviembre la temperatura
descendid por debajo de 28 °C y durante el segundo
tercio del periodo de incubacidon se mantuvo
adlrededor de 24 °C, entendiendo asi que a partir de
noviembre para este campamento torfuguero hubo
un sesgo hacia los machos y en los meses de julio a
octubre hacia las hembras (figura 2).

El programa MATLAB genera un grdfico multi-
ple con distribuciones estadisticas de frecuencia de
proporciones y frecuencia de machos por nido (por
nUmero de huevos), asi como las distribuciones men-
suales de la proporcién y nUmero de machos (figura
3). La salida numérica mostrada en la pantalla fue
GMP=0.2859 (proporcion de machos estimada para
toda la temporada de anidacién del campamento
tortuguero); N= 22,498 (nUmero total de huevos pro-
cesados);

MonthProp = [0.0, 0.0, 0.0, 0.0, 0.0, 0.0, 0.0002, 0.0403,
0.0128, 0.5012, 0.9707, 1.0]

(proporcién de machos para cada mes del ano en
el campamento); Machos= 6,432 (nUmero total de
machos producidos el campamento); y una fabla de
Excel tfitulada TableResults con el nimero estimado
de dias (inicial y final) del periodo termosensitivo
ufilizado para la temperatura media de la arena y la
proporcién de machos para cada nido.

En el campamento de Sinaloa, de un total de
232 nidos, 125 se concenfraron en la frecuencia de
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0%, 32 nidos en la de 10% de machos y solo 29 nidos
mostraron un 100% de machos (figura 3a). La distribu-
cién del nimero de huevos de toda la temporada
de anidacion indica que la moda fue el intervalo de
0 a 10 machos por nido (figura 3b).

La distribucién mensual de la proporcion de
machos reflejé para octubre 50% de machos, no-
viembre 98% y hasta el mes de diciembre 100%, pero
se ha observado (figura 3c). El nUmero total de ma-
chos fue de 6,432, octubre fue el mes con mayor nU-
mero de los mismos con 43%, noviembre con 25% vy
diciembre con 26%. En esta drea se encontraron a
partir de agosto con solo 3%.

g 8 3 &

Frequency (clutches)
bo B 8 8 8 8 8
Frequency (eggs)

5 8 8 8 8

P

o 7 8 ® w0 10

2 08 o EED “ @
Male proportion Males per clutch (numbers)

Male proportion

Males (numbers)

g 8 8

9 0 s 0
Month Month

Figura 3. Salida grdfica de la funcion MATLAB para datos de
anidacién y temperatura de Sinaloa 2009. Los intervalos de
agrupacion se identifican por el valor del lado izquierdo.
Elaboracion propia.

~ DISCUSION

La temperatura de la arena es uno de los factores que
influyen en la proporcidon de sexos y probablemente
en la mortalidad de las crias (Mrosovsky & Yntema,
1980).

Ackerman (1997) menciona que el rango de
tolerancia éptimo para el desarrollo de los embrio-
nes en las fortugas marinas es de 25 °C a 35 °C, de
acuerdo con esta informacién para el campamento
del drea de estudio (figura 4) las temperaturas fluc-
fuaron entre 37 °C y 21 °C, por lo que se encontraron
temperaturas por arriba de 34 °C, asi como por de-
bajo de 22 °C, por tanto, se esperd un bajo éxito de
eclosién, tanto a inicio como a fin de temporada.

Mrosovsky (1980) menciona que la tfemperatu-
ra minima requerida para el desarrollo es de aproxi-
madamente 23 °C, y ya que el desarrollo embriona-
rio es normal, pero lento, con mds de 65 dias para
que las crias emerjan; en el drea de estudio los nidos
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con mds de 45 dias de incubacion fueron los sem-
brados a finales de octubre.

Figura 4. Ejemplar de tortuga golfina.
Fotografia proporcionadaporelequipo deinvestigacion.

CONCLUSIONES

En el campamento torfuguero Playa Ceuta, en
Sinaloa, al inicio de temporada de anidacién (junio-
julio) y fin de temporada de anidacion (diciembre o
enero) es cuando menos hembras se presentan en las
playas de anidacién, por tanto, aunque la proporcion
de machos es alta a fin de temporada, debido al bajo
porcentaje de nidos en esa época, la proporcidn final
total de machos es baja. La proporcion sexual total
de la temporada de anidacién (julio-diciembre) fue
de 28% de machos a lo largo de toda la femporada
de anidacién.

. Ackerman, R. A. (1997). The nest environment and the
embryonic development of sea turtles. En P. L. Lutz, & J. A.
Musick (Eds.), The Biology of Sea Turtles (pp. 83-106). Boca
Raton, Florida: CRC Press.

. Fuentes, M. M. P. B., Hamann, M., & Limpus, C. J. (2010). Past,
current and future thermal profiles of green turtle nesting
grounds: Implications from climate change. Journal of
Experimental Marine Biology and Ecology, 383(1), 56-64.

e Gibbons, J. W. (1970). Sex ratios in turtles. Researches on
Population Ecology, 12, 252-254. doi: 10.1007/BF02511569
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Fuentes, Hamann y Limpus (2010) establecie-
ron que a pesar de que las temperaturas estdn au-
mentando y se espera en un futuro un sesgo hacia
las hembras, el modelo de prediccidn establece que
se seguirdn obteniendo machos, o como encontrd
Limpus (2008), hay una serie de variables de tem-
peratura que ejercen una presion selectiva sobre la
biologia de anidacién de tortugas marinas: playas
de arena blanca son mds frias que las de obscura,
playas templadas son mds frias que las playas tro-
picales, las playas son mds frias en invierno que en
verano.

No se puede afirmar que sucederd o estd su-
cediendo en México, por lo que se debe poner én-
fasis en las dreas donde anteriormente no habia ani-
daciones, en el registro de regimenes térmicos con-
tinuos, asi como en la toma de muestras genéticas,
para ver cémo se estdn moviendo las poblaciones
en el Pacifico mexicano.

La funcién MATLAB propuesta que utiliza el mo-
delo Girondot (1999) se puede aplicar a diferentes
especies de tortugas marinas, gracias a que los pa-
rdmetros P (Temperatura pivote) y S se pueden editar
en el programa. El Ultimo es un pardmetro de forma
gue define qué tan rdpido cambia la proporcién de
sexos con la temperatura y ayuda a conocer de mao-
nera prdctica la proporcién sexual de machos, dato
necesario para comprender el estado de conserva-
cién de las tortugas marinas.
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APENDICE

Se comparte el programa de Maftlab (.m) y el ejemplo de los archivos Excel necesarios:
https://drive.google.com/drive/folders/1beq?keJU6fZBSPHj6KCdXnhUFIdfxaXagusp=sharing
Appendix. MATLAB script

1)

function [GMP,N,PropMes,Machos,T|=MaleProportion(P,S,MaxEggs,ResultsTableName)
%|GMP,N,PropMes, Machos,T]=MaleProportion(P.S,MaxEggs,ResultsTableName)
%QOutput parameters:

%GMP=Proporcion global de machos

%N= Total number of hatchlings for extrapolation
%= Tabla de resultados (complimentary nesting data including initial and final dates of
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20 I

%the termositive period, nesting temperature for Girondot model and male proportion for
%each clutch)

%Input variables: P=Temperatura pivote; S=Factor de forma

%Pivote=29.9961; S=-0.6301; Parametros de la especie

%In the graphical output, groups are identified by the lower extireme of the intervale
F%MaxEgss Maximum used for graphical outputs

%ResultsTableName: Name for output Excel file, i.e. 'ResultsTable'

if nargin<3,MaxEggs=150;

end

FinMes=[31 59 90 120 151 181 212 243 273 304 334 365 396 424];
archtemp=uigetfile(*xIs');

Dtemp=xisread(archtemp);

dia=Dtemp(:,1);temp=Dtemp(:,2);

archnido=uigeftfile(*.xIs');
Dnidos=xlsread(archnido);
diadesove=Dnidos(:,1);
diaeclosion=Dnidos(:,2);
huevos=Dnidos(:,3);

nidos=length(huevos);
=1

Mesminimo=12; Mesmaximo=1;

fori=1:nidos
interv=floor((diaeclosion(i)-diadesove(i)+1)/3);
if diaeclosion(i)<0, interv=15;end
inicio=diadesove(i)+interv;
fin=diadesove (i)+2*interv;
I=find (dia>=inicio&dia<=fin);size(l);
tmean=mean(temp(l));
p(i)=girondot([P S],tmean);
machos(i)=p(i)*huevos(i);
T= [T;inicio, fin,tmean,p(i),round(machos(i))];
M=find(inicio<=FinMes);
mes(i)=min(M);

end
PropFinal=nansum(machos)/nansum(huevos);
mesini=min(mes);
Mesminimo=min(Mesminimo,mesini);
mesfin=max(mes);
Mesmaximo=max(Mesmaximo,mesfin);
for j=mesini:mesfin
K=find(mes==j);
MachosMes(j)=sum(machos(K));
PropMes(j)=sum(machos(K))/sum(huevos(K));
end
maximomachoscorral=max(MachosMes);
xlswrite (ResultsTableName,T)
GMP=PropFinal;
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N=nansum(huevos);
Machos=nansum(MachosMes);

hold on

subplot(2,2,1)

frecp=hist(p,0:0.2:1);bar(0:0.2:1,frecp,'k);

xlabel('Male proportion','FontSize',18); ylabel('Frequency (clutches)','FontSize',18);
grid on

subplot(2,2,2)

frecmachos=hist(machos,0:10:MaxEggs);

bar(0:10:MaxEggs,frecmachos,'k');

xlabel('Males per clutch (numbers)','FontSize', 18); ylabel('Frequency (eggs)','FontSize',18)
grid on

hold on

subplot(2,2,3)

bar(mesini:mesfin,PropMes(mesini:mesfin),'k');

axis([Mesminimo-1 Mesmaximo+1 0 1.1])
xlabel('Month','FontSize’,18);ylabel('Male proportion’,'FontSize',18)
grid on

hold on

subplot(2,2,4)

grid on

bar(mesini:mesfin,MachosMes(mesini:mesfin),'k');
axis([Mesminimo-1 Mesmaximo+1 0 maximomachoscorral+100])
xlabel('Month','FontSize',18);ylabel('Males (numbers)','FontSize',18)
grid on

2)
function p=girondoft(b,1)

P=b(1);S=b(2);
p=1./(1+exp(1./S.*(P-1)));





