Determinacion del desarrollo embrionario y las proporciones sexuales en la tortuga
morrocoy de patas rojas (Chelonoidis carbonarius) a temperaturas de incubacion
masculinizantes

Juliana Gaviria Hernandez, MV

Directora:
Claudia Patricia Ceballos Fonseca, MV, MSc, PhD. Grupo Genética, Mejoramiento y
Modelacién Animal (GaMMA), Escuela de Medicina Veterinaria, Facultad de Ciencias
Agrarias, Universidad de Antioquia

Comité Tutorial:
Vivian P. Pé&ez, Biol, PhD. Grupo Herpetoldgico de Antioquia (GHA), Instituto de
Biologia, Universidad de Antioquia
Diber Marcela Ramirez, MV. Centro de Atencion y Valoracion del Area
Metropolitana del Valle de Aburrd (CAV)

Trabajo presentado para optar al titulo de Magister en Ciencias Veterinarias

Modalidad Investigacion
Facultad de Ciencias Agrarias
Escuela de Medicina Veterinaria
Universidad de Antioquia
2019



Tabla de contenido

L. RESUIMEN .ttt e e e et e e e et e e et e et ea e e e ea e e ea e e ean e eennnas 5
O T o1 1 - o PR 7
2. INITOAUCCION ... 8
G T © ] o] =3 1Y/ 0 1 10
0 I © 1 o T1= AV o I o =T = | 10
3.2. ODbjetiVOS €SPECITICOS ...t e e 10
O 1T 001 (=T LS TP P PO 11
O I o 11 o1 (XS RS o U = TP PPRP 11
4.2, HIPOESIS AIEINAS: .. ..ot 11
ST 1Y = (oo T =To oo 1 12
B.  IMBLOUOS ... 15
6.1. Recoleccion, morfometria e incubacion de huevos..........cccccccvvvviiiiiiiiiiiieieeen, 15
6.2. Levante y monitoreo de 1as Crias: ........ccoovvviiiiiiiiiei e 16
6.3. Sexaje y dimorfiSmOo SEXUAL ...........ciiiiiiiiiieec e 17
6.4. Mecanismo de determinacion del SEX0: .........cooviiiiiiiiiiiiee e 19
A (=111 ] =T [0 20
7.1. INCUDACION Y ECIOSION ...t e 20
7.2. Efecto materno sobre 1as Crias.........cccccvvvviieiiieiieee e 20
7.3. Efecto de la temperatura sobre la forma .........ccccccccviiiiii 20
A =) VIS 21
7.5. Efecto del sexo sobre la forma o dimorfismo sexual ...........ccccccvvvviiiiiiiiiiiiiiinennnn. 21
7.6. Norma de reacCion tEIMICA .........coeviiiiiiieieie e 22
8. DUSCUSION ... 23
S B O] o o] § ][0 o = 26
O T = {1 =T T = 1 27
O Y 1<) (0 T PP 45
Y 5o I PP 45



Lista de Tablas

Tabla 1.Promedios del peso (g) y medidas lineales corporales (mmy cm) de Chelonoidis
carbonarius a diferentes edades, y discriminado por temperatura de incubacion.
Abreviaturas: LRC = Largo recto caparazon, ARC = Ancho recto caparazon, AltoC = Alto
caparazon, LCC = Largo curvo caparazén, ACC = Ancho curvo caparazony LCP = Largo
curvo plastron. Las letras diferente indican diferencias significativas entre temperaturas,
letras iguales indican que no existe diferencias. ..........ccccoovvieeiiiiviiiiii e 33
Tabla 2. Desarrollo embrionario y éxito de eclosion de los huevos de Chelonoidis
carbonarius obtenidos en este estudio discriminando por temperatura de incubacion. .35

Tabla 3. Analisis de varianza de la forma del plastron en funcién del sexo y de la madre.

Tabla 4. Andlisis de varianza de la forma de la muesca anal en funcién del sexo y de la
0= T | 37
Tabla 5. Analisis de varianza de la forma del plastrén en funcion de la temperatura. ...38

Tabla 6. Analisis de varianza de la forma de la muesca anal en funcién de la temperatura.



Lista de Figuras

Figura 1. Fotografias de ovario (izquierda) y testiculo (derecha), obtenida durante
Nnecropsia a traves de eSIErE0SCOPIO. ....cvvvvurueiiieeeeeeeeeiie e e e e e e e e e e e e e e e e e e aees 40
Figura 2. Localizacion de puntos de referencia fijos (puntos negros) y deslizantes
(puntos blancos) en el plastron (izquierda) y muesca anal (derecha) de tortugas
morrocoy de patas rojas (Chelonoidis carbonarius). ...........ccccvvvviiiiiiiicecc e, 41
Figura 3. Norma de reaccion térmica para Chelonoidis carbonarius estimada teniendo
en cuenta los tratamientos 24, 26 y 28°C (a) y adicionando la informacién obtenida por
Hernandez- Montoya et al. 2017 @ 10S 29°C (D). ..evvviiiiiiiiiiiieieee e 42
Figura 4. llustraciones de la forma promedio del plastron de machos y hembras a los 7
dias, con una magnificacion 2 veces su tamafio normal (2x). Los machos tienen una
amplitud mayor en la zona pectoral y las hembras presentan mayor amplitud en la zona
011 o= VPP P OPUPPPPPRRPR 43
Figura 5. llustraciones de la forma promedio de la muesca anal de machos y hembras a
los 7 dias, 1 mes y 2 mes, con una magnificacion 2 veces su tamafio normal (2x). Las

hembras tienen una muesca anal mas angosta relativo a los machos. ............cc........... 44



1. Resumen

La tortuga morrocoy de patas rojas, Chelonoidis carbonarius, es una especie Vulnerable
a nivel nacional principalmente debido a la extraccion de individuos silvestres para
usarlos como mascotas. Una alternativa para su conservacion son los programas de
reproduccion con fines de repoblacion, lo cual requiere conocer su mecanismo de
determinacion sexual. En un estudio previo se evalud el efecto de tres temperaturas de
incubacion (29, 31 y 33°C) en la determinacion del sexo y se encontré que 31y 33°C
fueron letales, y 29°C produjo 100% hembras, con un 52% de éxito de eclosiéon. Estos
resultados confirman que la especie tiene un mecanismo de determinacion sexual basado
en la temperatura, pero se desconoce el rango de temperaturas transicionales que
producen machos y hembras, y las temperaturas 100% masculinizantes. Esperando
abarcar estas temperaturas desconocidas para estimar la norma de reaccion térmica, se
incubaron 160 huevos de 47 nidos a 24, 26 y 28°C constantes (D.E. = 0,49, 0,22, 0,21°C
respectivamente). El éxito de eclosion por incubadora fue de 55%, 53% y 60%, con un
periodo de incubacion extremadamente largo: 213, 164 y 138 dias respectivamente. A
los 75 neonatos obtenidos se les monitoreo el crecimiento mensualmente hasta los 8
meses. Una vez alcanzaron los 90 gramos, una muestra de las crias fue sexada por
laparoscopia o por observacion directa de gonadas. En caso de dudas se realizaron
histologias de las gbnadas para confirmar el sexo En total se sexaron 9, 10 y 7 individuos
de 24, 26 y 28 °C respectivamente, que representan el 33,3% del total de neonatos
obtenidos. Las proporciones sexuales (% machos) obtenidas fueron 88,9% (Nmachos = 8,
Nhembras = 1), 60% (Nmachos = 6, Nhembras = 4), Y 0% (Nmachos = 0, Nhembras = 7), de las mismas
temperaturas. A partir de la norma de reaccién térmica estimada se sugiere una
temperatura pivotal de 26,1°C (D.E. = 0,6) y un rango de temperatura de transicion entre
24,4 y 27,8°C, con un intervalo de confianza del 95%. En cuanto a la forma de los
neonatos, se encontré dimorfismo sexual a los siete dias en la forma del plastron, y a los
siete dias, primer mes y segundo mes en la forma de la muesca anal. Para el resto de
las edades no se encontré dimorfismo sexual significativos en las dos formas evaluadas.
Futuros estudios podrian enfocarse en aumentar los porcentajes de eclosion, determinar

la temperatura de incubacion minima viable (<24°C), y usar otras técnicas (e.g.,



morfometria geométrica en 3D) o partes del cuerpo para encontrar dimorfismo sexual
temprano.

Palabras clave: Dimorfismo sexual Testudinidae, sexaje por morfometria geométrica.



1.1. Abstract

The red-footed tortoise, Chelonoidis carbonarius, is a Vulnerable species mainly due to
the extraction of wild individuals for use as pets. An alternative for its conservation are
reproduction programs to alleviate depleted populations, which requires a good
understanding of its sex determination mechanism. In a previous study, the effect of three
incubation temperatures (29, 31 and 33°C) on sex determination was evaluated and found
that 31 and 33°C were lethal and 29°C produced 100% females with a 52% of hatching
success. These results confirmed a temperature-based sex determination mechanism,
but the range of transitional temperatures that produce males and females, and the 100%
masculinizing temperatures were unknown. Expecting to fill in this knowledge gaps in the
reaction norm of this species, 160 eggs of 47 nests were incubated at 24, 26 and 28°C
constant (D.E. = 0,49, 0,22, 0,21°C respectively). The hatching success by temperature
was 55%, 53% and 60%, with an extremely long incubation period: 213, 164 and 138 days
respectively. The 75 neonates obtained were monitored monthly for 8 months. Once they
reached approximately 90 grams, a sample of the offspring was sexed by laparoscopy or
opportunistically by direct observation of gonads when they died. In case of sex
uncertainty, the gonad was confirmed by histology. A total of 9, 10 and 7 individuals from
24, 26 and 28°C were sexed this way, which represented 33.3% of the total number of
neonates obtained. The sexual proportions of males obtained were 88,9% (Nmae = 8,
Nfemale = 1), 60% (Nmale = 6, Nfemale = 4), and 0% (Nmae = 0, Nfemale = 7), Of the same
temperatures. From the estimated thermal reaction norm, the pivotal temperature
estimated is 26,05°C (D.E. = 0,62) and the transition temperature range 24,44 to 27,77°C
(C.l. = 95%). In terms of the sexual shape dimorphism significant differences were found
only at 7 days in the plastron shape, and at 7 days, and first and second month in the anal
notch shape. Future studies could focus on increasing hatching success, determining the
minimum viable incubation temperature that was not determined in this study, and
exploring other techniques (e.g., geometric morphometrics using 3D) or body parts to find

early sexual shape dimorphism.

Keyword: Testudinidae sexual dimorphism, sexing by geometric mophometry.



2. Introduccion

La tortuga morrocoy de patas rojas, Chelonoidis carbonarius, es una especie considerada
Vulnerable a nivel nacional o global, o ambas segun la UICN y la resolucion 1912 de 2017
del Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible de Colombia. Ademas, se encuentra
listada en el apéndice Il de la CITES, la cual incluye especies no necesariamente
amenazadas de extincion pero que podrian estarlo si su comercio no se controla. Esta
tortuga esta amenazada principalmente por la extraccion generalizada de individuos de
las poblaciones naturales para tenerlos como mascotas (Morales-Betancourt et al. 2015),
pero también por la destruccion y fragmentacion de su habitat (Vargas-Ramirez et al.
2010). La informacion sobre su biologia reproductiva y desarrollo embrionario es escasa,
especialmente en lo referente a los mecanismos de determinacion sexual, la cual es vital
para establecer programas de conservacion en cautiverio. Al respecto solo se conoce un
estudio realizado recientemente en el cual se evaluaron los efectos de tres temperaturas
de incubacioén (29, 31y 33 °C) sobre la determinacion del sexo y el desarrollo embrionario
de C. carbonarius (Hernandez-Montoya et al. 2017). En dicho estudio las temperaturas
mas altas (31 y 33 °C) fueron letales y sélo la temperatura mas baja (29 °C) produjo
neonatos viables que fueron 100% hembras, aunque con una mortalidad embrionaria del
52%. Estos resultados confirman que esta especie tiene un mecanismo de determinacion
del sexo basado en la temperatura, con hembras producidas a altas temperaturas
(mecanismo DST-la). Desafortunadamente las temperaturas usadas en dicho estudio
resultaron ser muy altas para la viabilidad del desarrollo embrionario, y por ello no se
logré determinar el rango de transicion en el cual se producen tanto machos como
hembras, ni la temperatura pivotal a la cual se obtienen 50% machos y 50% hembras, ni
las temperaturas a las cuales se producen 100% machos (temperaturas
masculinizantes). Determinar estos parametros es transcendental para poder reproducir
la especie bajo condiciones controladas, produciendo las proporciones sexuales
deseadas y con altas tasas de eclosion.

Por otro lado, las diferencias morfol6gicas entre machos y hembras de C. carbonarius, o
dimorfismo sexual, solo son evidentes cuando los animales alcanzan la madurez sexual.
Los machos son mas grandes que las hembras, con un plastron concavo, una escama

supracaudal abombada que se extiende mas alla del plastron, una cola mas larga y
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gruesa, y con una escotadura anal con un angulo mas amplio y profundo que en las
hembras (Pritchard y Trebbau, 1984). Estas diferencias no son observables a simple vista
en individuos jovenes, lo que dificulta el manejo en cautiverio con fines de repoblacion.
Con el presente estudio se espera avanzar en el conocimiento sobre el mecanismo de
determinacion del sexo de C. carbonarius y adicionalmente se realizara un analisis por
morfometria geométrica para brindar una alternativa de sexaje temprano de los individuos
mediante una técnica poco invasiva. La informacion obtenida sera vital para disefiar y
establecer programas de reproduccion en sitios donde se requieran acciones de
repoblacion de esta tortuga colombiana, contribuyendo asi a la conservacion de la

especie.



3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Contribuir al conocimiento de la biologia reproductiva de la tortuga morrocoy de patas
rojas (Chelonoidis carbonarius) llenando los vacios sobre los parametros de la norma de
reaccion térmica que intervienen en su mecanismo de determinacion sexual.
Adicionalmente, se estudiara si existe dimorfismo sexual temprano como alternativa de

sexaje de esta especie.

3.2. Objetivos especificos

Determinar los pardmetros de la norma de reaccion térmica de C. carbonarius, que
incluye: 1) temperaturas de incubacion que producen 100% machos, 2) el rango de
temperaturas transicionales que producen ambos sexos, y 3) la temperatura pivotal que

produce igual proporcién de sexos.

Determinar si existe dimorfismo sexual en el plastron de los neonatos o jévenes de C.
carbonarius comparando la forma de machos y hembras por medio de morfometria
geométrica, para asi ofrecer una alternativa de sexaje no letal o invasiva a la comunidad

académica.
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4. Hipotesis

4.1. Hipétesis nula:

- Las variaciones de temperatura de incubacién de los huevos de C. carbonarius, no
afectan la determinacién del sexo, ni el desarrollo embrionario.
- No hay dimorfismo sexual en neonatos o durante el primer afio de vida de C.

carbonarius.

4.2. Hipbtesis alternas:

- Las temperaturas 24, 26 y 28 °C son temperaturas viables que incluyen, tanto la
temperatura 100% masculinizante, el rango de temperatura de transicion sexual (TRT), y
la temperatura pivotal, donde se producen 50% hembras y 50% machos. Se propone este
rango porque la temperatura superior viable es 29 °C (Hernandez-Montoya et al 2017) y
la temperatura inferior es compatible con base en la ecologia de la especie (no con base
en las temperaturas viables de otras especies de Testudinidae). C. carbonarius se
encuentra en habitats de bosque seco tropical y ocasionalmente se encuentra en
bosques humedos (Wang et al. 2011, Gallego-Garcia et al. 2012), cuya temperatura
anual media es de 25 °C (IAVH, 1998).

- Es posible estimar diferencias morfométricas entre machos y hembras crias o jévenes
de C. carbonarius usando morfometria geométrica. Especificamente, se espera encontrar
un dimorfismo sexual similar al observado en adultos, pero menos marcado. Es decir, los
machos presentaran: cintura estrecha, hombros anchos, muesca anal del plastron con
un angulo mas amplio que en la hembra, y/o escudos anales puntiagudos que se
extienden hasta tocar las escamas marginales posteriores del caparazén (relativo a las
hembras). Por otro lado, se espera que las hembras tengan escudos anales mas cortos

y redondeados (relativo a los machos) (Gallego-Garcia et al. 2012).
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5. Maco Teérico

De las 360 especies de tortugas identificadas actualmente a nivel mundial, Colombia
posee 33 especies, de las cuales 5 son marinas y 28 continentales (Rhodin et al 2017,
Rhodin et al. 2018). Entre las especies continentales se encuentra la tortuga morrocoy
de patas rojas, Chelonoidis carbonarius (Cryptodira, Testudinidae) categorizada como
Vulnerable segun la resolucion 1912 de 2017 del Ministerio de Ambiente y Desarrollo
Sostenible y Libro Rojo de Reptiles de Colombia (Morales-Betancourt et al. 2015). Asi
mismo C. carboniarius esta listada en el apéndice Il de CITES, el cual incluye especies
no necesariamente amenazadas de extincién pero que podrian estarlo si su comercio no

se controla.

La distribucién natural de C. carbonarius va desde Panama hasta Argentina incluyendo a
Colombia, especificamente la costa Caribe y ambos lados de la cordillera oriental
(Gallego-Garcia et al. 2012). En Colombia se ha reportado en sabanas abiertas y bosques
adyacentes (Castafio-Mora y Lugo 1981) lo que puede generar una buena estructura o
diferenciacion poblacional acorde a las regiones geograficas donde habita (Vargas-
Ramirez et al. 2010). Morfolégicamente se caracteriza por poseer un caparazon con 11
pares de escudos marginales (no presenta escama nucal), un escudo supracaudal,
cuatro pares de escudos costales y cinco escudos vertebrales (Castafio-Mora y Lugo
1981).

Esta tortuga es de habitos terrestres, diurna, solitaria, y omnivora, incluyendo en su dieta
flores, frutos, carnes e incluso carrofia. En su etapa adulta C. carbonarius exhibe
dimorfismo sexual, siendo los machos méas grandes que las hembras. El tamafio corporal
maximo reportado es de 51 cm de largo recto de caparazon (Pritchard y Trebbau 1984),
pero se ha reportado que en promedio los machos pueden tener 30.4 cm y las hembras
28.9 cm de largo recto de caparazon (Castafio-Mora y Lugo 1981). La tasa de crecimiento
en cautiverio es fuertemente dependiente de la alimentacién, siendo mucho mas rapida
cuando se suministra una dieta alta en proteina (Castafio-Mora 1985). Asi mismo, se ha

demostrado una asociacion directa entre una dieta alta en proteina y un mejor
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desemperio reproductivo, e.g., un tamafio y numero de nidadas mayor (Hernandez et al.
2000).

Ademas de la degradacion o destruccion de sus habitats naturales, la tortuga morrocoy
de patas rojas ha sido fuertemente afectada por una alta presion de caza. En la mayoria
de los casos son capturadas para ser mantenidas en las casas como mascotas, y aunque
Su caza es incidental se cree que hay cientos en cautiverio (Gallego-Garcia et al. 2012).
Adicionalmente, en los llanos orientales se ha reportado el consumo de su carne por el
hombre (Echeverry et al. 2012, Gallego-Garcia et al. 2012). La conservacion de esta
tortuga requiere entonces, entre otras acciones, de programas de reproduccién en
cautiverio con fines de repoblacion para lo cual se requiere entender el mecanismo de
reproduccion que a la fecha ha sido poco estudiado. Hasta el 2014, se ha estudiado el
mecanismo de determinacion sexual de nueve de las 60 especies que forman la familia
Testudinidae (The Tree of Sex Consortium, 2014). Para el caso de Chelonoidis
carbonarius ain no se conocen todos los parametros de la reaccién térmica que
intervienen en su mecanismo de determinacion sexual. Sélo en el afio 2016 se adelantd
un estudio sobre la biologia reproductiva de la tortuga morrocoy de patas rojas
(Hernandez-Montoya et al. 2017). En ese estudio se buscaba determinar si el mecanismo
de determinacion del sexo era dependiente de la temperatura, asi como las temperaturas
que producen 100% hembras, 100% machos, y el rango de transicion (que produce tanto
machos como hembras) incluyendo la temperatura pivotal que produce 50:50 machos:
hembras. Dos de las tres temperaturas que se usaron en dicho estudio fueron letales (31
y 33 °C), mientras que la otra (29 °C) produjo 100% hembras, aunque con una mortalidad
alta (50% aproximadamente). Estos resultados demuestran la alta variabilidad que puede
haber entre especies de la misma familia (Testudinidae), e.g., en Testudo graeca de 30
a 35 °C produce 100% hembras y entre 26 y 29 °C produce 100% machos (Janzen y
Paukstis,1991), mientras que en Gopherus Agassizzi se produce 100% hembras a 32,8
a 35.3 °C y 100% machos a 25 a 30.6 °C (Burke et al. 1996), aunque esto puede ser
explicado por el tipo de habitat, ya que a diferencia de C.carbonarius, estas especies
viven en ambientes desérticos y no en bosques tropicales. El presente estudio busco

complementar el estudio de Hernandez-Montoya et al. (2017) evaluando el efecto de
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temperaturas inferiores a 29 °C sobre la determinacién del sexo y el desarrollo
embrionario. Para este fin se usaron temperaturas de incubacion de 24, 26 y 28 °C

esperando que incluyeran temperaturas tanto feminizantes como masculinizantes.

Por otro lado, determinar el sexo de los neonatos o jovenes a simple vista es dificil porque
no presentan caracteres sexuales secundarios evidentes. Las diferencias morfométricas
entre machos y hembras de C. carbonarius solo son evidentes cuando alcanzan la
madurez sexual (Pritchard y Trebbau, 1984). Esto pasa aproximadamente a los 5 afios,
cuando alcanzan una longitud recta del plastrén entre 20 y 26 cm, y aparece la forma
concava del plastréon en los machos, que facilita la monta de la hembra (Gallego-Garcia
et al. 2012). Existen varias técnicas de sexaje en jovenes, pero pueden ser altamente
invasivas, entre ellas estan la histologia de las gbénadas post mortem (Endringer et al.
2015), o la observacion de las gonadas por medio de la laparoscopia (Eckert et al. 1999).
Sin embargo, existe una herramienta Gtil y poco invasiva para detectar el dimorfismo
sexual en etapas tempranas: la morfometria geométrica (MG). Esta técnica consiste en
la cuantificacion de la forma promedio (de plastrén o caparazén) de una muestra de
machos y hembras con sexo conocido a partir de laparoscopias o histologia de gbénadas
en caso de muerte incidental. Una vez se conozca el sexo de estos individuos, se estima
el sexo de los individuos con sexo desconocido. La cuantificacion de la forma del cuerpo,
el plastron en este caso, se hace a partir de fotografias digitales a las cuales se les
digitaliza unos puntos de referencia y cuyas coordenadas se convierten en las variables
de forma luego de correr una superimposicion de Procrustes (Rohlf y Slice, 1990). Esta
herramienta es poco invasiva, y ha sido efectiva para determinar el sexo en etapas
tempranas de varias especies de tortugas: Chrysemys picta, Podocnemis expansa,
Chelydra serpentina, P. lewyana (Valenzuela et al. 2004, Ceballos y Valenzuela 2011,
Ceballos et al. 2014, Gomez-Saldarriaga et al. 2016).
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6. Métodos

En este trabajo se sigue la metodologia usada en Hernandez-Montoya et al. 2017 en
cuanto a la recoleccion y manipulacion de huevos para poder obtener resultados

comparables.

6.1. Recoleccién, morfometria e incubacion de huevos

Se recolectaron 160 huevos de 47 nidos de C. carbonarius, entre los 0 a 7 dias después
de su postura, con un tamafio promedio de 3.5 huevos (D.E. = 1.3; rango = 1-8 huevos).
La recoleccion se realizo entre octubre y diciembre de 2017 en Puerto Perales, Antioquia.
Esta coleccion pertenece a un hogar de paso de tortugas provenientes del trafico de
animales silvestres, y fue la misma que doné los huevos para el estudio de Hernandez y
colaboradores (2017). En el momento de la colecta los huevos fueron marcados
individualmente con el indicativo del nido, que correspondia a la identificacién de la madre
y el nUmero segun el orden de colecta, para poder hacer el monitoreo durante la eclosion
y su crecimiento. Los huevos fueron transportados al Instituto de Biologia de la
Universidad de Antioquia en neveras de icopor y usando como substrato vermiculita
humedecida a una proporcion 1:2 de vermiculita: agua destilada (Paez et al. 2009,
Kuchling et al. 2013, Herndndez-Montoya et al. 2017). Cada huevo se limpié con
hipoclorito diluido en agua al 1% para su desinfeccion de hongos o bacterias, luego se
pes6 con una balanza de 1.000 g (precision de 0.1 g), y se midié su diametro mayor y
menor (los huevos son ovalados) con un pie de rey electrénico (precision de 0,01 mm).
El peso promedio de los huevos fue de 54.6 g (D.E.= 7.9; rango= 32.1-70 g) y el diametro
promedio fue de 46.1 mm (D.E. = 2.5; rango = 38.3-50.8 mm). Posteriormente fueron
asignados de manera aleatoria a tres temperaturas constantes de incubacién: 54 huevos
a 24.3 (x 0.5), 55 huevos a 26 (x 0.2) y 51 huevos a 27.9 °C (£ 0.2). Los huevos se
incubaron en contenedores plasticos con una cama de sustrato de vermiculita
humedecida a una proporcion 1:2 de vermiculita: agua destilada. La humedad del sustrato
se mantuvo durante todo el periodo de incubacién mediante una reposicién semanal de
la pérdida de agua por evaporacion. Simultaneamente las cajas fueron rotadas dentro de

las incubadoras para compensar por posibles variaciones de temperatura al interior de

15



cada incubadora. El desarrollo embrionario se supervisé cada dos semanas revisando la
viabilidad de los embriones a contra luz en cuarto oscuro y se descartaron los huevos
con mal olor, crecimiento de hongos, o bacterias en la cascara. Del total de huevos
colectados, el 83.7% (n = 134) present6 signos de desarrollo embrionario durante la
incubacion, los huevos restantes no presentaron la aparicion de la mancha blanca que

indica su fertilidad, ni la aparicion de circulacion vitelina, por lo tanto, fueron descartados.

Para determinar si la temperatura de incubacion afectaba el periodo de incubacion de los
huevos se usé un modelo lineal usando la funcion “Im” del paquete stats en ambiente R
(www.r-project.org). Posteriormente, si el modelo era significativo, se realizaron
comparaciones pareadas (entre las tres temperaturas) para determinar cuéles eran

diferentes mediante la funcién “pairwise.t.test” del paquete geomorph.

6.2. Levantey monitoreo de las crias:

El momento del nacimiento de las crias fue determinado a partir del dia de eclosion
(emergencia del neonato de la cascara), este evento se uso para calcular la edad de los
neonatos. Una vez se absorbia el vitelo y cicatrizaba el ombligo las crias se sacaban de
la incubadora (rango = 1 - 6 dias). Después del séptimo dia de la eclosion cada cria fue
pesada, medida y fotografiada, procedimiento que se repiti6 mensualmente durante todo
el tiempo de levante de las crias necesario para la maduracién de las gonadas. Las
medidas que se tomaron fueron: largo recto del caparazén (LRC), largo curvo del
caparazon (LCC), ancho recto del caparazon (ARC), ancho curvo del caparazon (ACC),
largo recto del plastron (LRP), largo curvo del plastron (LCP) y alto de la concha (AltoC)
(Tabla 1). Las crias obtenidas en el estudio (n = 75) fueron trasladadas al Zoolégico Santa
Fe de Medellin hasta los 8 meses de edad en promedio, tiempo en el que alcanzaron los
90 g de peso aproximadamente y podian ser sexadas (Hernandez-Montoya et al. 2017).
Los neonatos fueron ubicados en un espacio adaptado con sol y sombra, y separados
del resto de ejemplares de la coleccion del zoologico. La oferta de agua fue ad libitum
constante y la dieta fue basada en frutas, plantas, carne cruda una vez a la semana y

calcio en polvo una vez a la semana.
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6.3. Sexajey dimorfismo sexual:

Una muestra de las crias se sex0 por laparoscopia una vez alcanzaron los 8 meses de
edad, y el resto de las crias se esperaba sexar por morfometria geomeétrica. Este
procedimiento sin embargo, no se realiz0 porque se obtuvieron resultados inconsistentes,
ver seccion de resultados. Para determinar el ndmero de crias para sexar por
laparoscopias, se utilizé la férmula para encontrar el tamafio de muestra en una poblacion
finita, con un porcentaje de confiabilidad del 85% y un margen de error del 15% (Jaramillo,
2009).

Para realizar las laparoscopias se us6 un endoscopio rigido (Stroz Hopkins® 30°, 1.9 mm
de diametro) conectado a una luz fria (Storz®) (Hernandez-Montoya et al. 2017). La
anestesia usada fue ketamina a 60 mg/kg combinada con diazepam a 0,5 mg/kg
intramuscular, con una suplementacion con ketamina a 25 mg/kg y diazepam a 0,5 mg/kg
via intravenosa a los 10 minutos. Segun el tamafio de las crias, cuando no era posible
tener acceso venoso, se aplicaba la dosis de suplementacion via intramuscular.
Adicionalmente, se usé analgesia local con lidocaina (2 mg/kg) (Carpenter y Marion,
2017). La incisién de 2 mm se realiz6 en el pliegue del costado inguinal izquierdo para
introducir el laparoscopio y visualizar las génadas. Posteriormente se suturé con Vicryl
4.0 y se monitorearon hasta la recuperacion de la anestesia. Finalmente se aplico
antiinflamatorio (ketoprofeno a razén de 2.2 mg/kg) y antibiético (amoxicilina 10 mg/kg)
ambas por via intramuscular. En forma oportunista, las tortugas que murieron durante el
proceso de levante o postoperatorio, se sexaron por medio de observacion directa de
gonadas bajo estereoscopio, y en caso de dudas se realizaron histologias para

confirmacién (Figura 1).

Para sexar los individuos por medio de morfometria geométrica se hizo una cuantificacion
de la forma del plastron. El plastron fue elegido porque es mas aplanado y las fotografias,
gque son en dos dimensiones, capturan bien las formas aplanadas. Asi mismo, el
caparazon fue descartado porque su forma de domo no seria adecuadamente capturada
con fotografias. Todos los individuos se fotografiaron mensualmente para registrar los

cambios en la forma durante los primeros 8 meses. Posteriormente se digitalizaron 23
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puntos de referencia (landmarks) fijos en el plastron completo, y 7 puntos fijos y 8 puntos
deslizantes alrededor de la muesca anal (Figura 2). Con estos datos se realizé un Analisis
Generalizado de Procrustes que consiste en correr una superimposicion de los puntos de
referencia de las fotos bajo un sistema de coordenadas geométricas o plano cartesiano,
mientras que se mantiene constante los efectos de posicion, orientacion y escala del
animal en cada foto (Rohlf y Slice, 1990). De esta superimposicion se obtiene una matriz
de coordenadas que se usan como la variable forma, y un vector que es el tamafio
centroide (distancia promedio desde el centro de gravedad de los puntos de referencia
hasta los puntos de referencia). Este Ultimo se usa como indicador del tamafio del
individuo y se diferencia de las medidas lineales tradicionales (LRC, LCC, etc.) en que su
calculo incluye informacion de la forma del cuerpo (Bookstein, 1991). La digitalizacion de
las coordenadas se realizd con la serie de software TPS (TPS Util, TPS Digit) (Rholf,
2015), y la superimposicion de Procrustes con la funcion "gpagen” (disponible en el
paquete geomorph, Adams et al. 2019). La funcién gpagen tiene la ventaja que calcula
distancias de Procrustes entre los individuos (en lugar de calcular las distancias entre
todas las coordenadas de los puntos de referencia), o cual permite correr ANOVAS de
Procrustes, muy util en estudios que tienen pocos individuos en relacion al nimero alto

de variables como este.

Para determinar si existen diferencias sexuales significativas en la forma de las crias se
usé la funcion “Im.rrpp” (Linear Model Evaluation with Randomized Residuals in a
Permutation Procedure), disponible en el paguete RRPP (Collyer y Adams 2018), en
ambiente R. Esta funcién ajusta un modelo lineal generalizado usando el sexo como
factor (variable independiente), la forma como variable respuesta (dependiente), y la
madre (efecto materno) como covariable (forma~sexo+madre). En esta funcion los
coeficientes del modelo son estimados por 10.000 permutaciones de los residuos. La
estadistica no paramétrica es preferida porque los datos usados en este estudio no tienen
una distribucion normal. En caso de encontrar dimorfismo sexual significativo entre los
animales sexados por laparoscopias, se usara la funcidon “classify” (en paquete
geomorph, Adams et al. 2019) para sexar los animales de sexo desconocido.

Adicionalmente, el efecto de la temperatura de incubacién y el efecto materno en la forma
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del plastron y la muesca anal de los neonatos, fue evaluado durante el crecimiento de las
crias mediante un modelo de analisis de varianza de Procrustes, con la funcién “Im.rrpp”
(Linear Model Evaluation with Randomized Residuals in a Permutation Procedure),
disponible en el paquete RRPP (Collyer y Adams 2018), en ambiente R.

6.4. Mecanismo de determinacién del sexo:

Con la informacién de los sexos conocidos y las temperaturas promedio reales
experimentadas por los huevos, se calcul6 la norma de reaccion térmica usando la
funcién “tsd” (Estimate the parameters that best describe temperature-dependent sex
determination, Girondot, 1999), disponible en el paquete Embryogrowth (Girondot y
Kaska, 2014) en ambiente R. Esta funcion usa el nimero de hembras y machos (variable
independiente) en cada temperatura constante promedio (variable dependiente),
obteniendo los parametros faltantes del mecanismo de determinacion del sexo de C.
carbonarius con un intervalo de confianza del 95%. Esto incluye las temperaturas de
transicion, que incluyen desde el 5% al 95 % de cada sexo, la temperatura pivotal, y las

temperaturas 100% masculinizantes y feminizantes.
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7. Resultados

7.1. Incubacién y eclosion
Se recolectaron 160 huevos de 47 nidos, pertenecientes a 42 hembras. En total

presentaron signos de desarrollo embrionario 135 huevos, de los cuales eclosioné
exitosamente el 55.9% (n = 75) (tabla 2), sin diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos (p = 0.54). El periodo de incubacion promedio fue de 213 dias (D.E.
=41.2, rango = 178-251) a 24°C, 164 (D.E. = 13.6, rango = 150-202) a 26°C y 138 dias
(D.E. =13.9, rango = 120-171) a 28°C respectivamente.

Los resultados presentaron una distribucibn normal y se encontraron diferencias
significativas en la duracion del periodo de incubacién asociadas a los tratamientos de
temperaturas (F170 = 296.44, p < 0.001). Al realizar las comparaciones pareadas se
comprobd que todos los tratamientos son significativamente diferentes entre si: 24 es
diferente de 26°C (p < 0.001), 24 de 28°C (p < 0.001), y 26 de 28°C (p < 0.001).

7.2. Efecto materno sobre las crias

Al analizar el efecto del nido de origen se encontr6 un efecto significativo sobre el peso
de las crias (F10,14= 3.745, p < 0.021), sugiriendo un efecto materno. Este efecto materno
no fue observado en la forma del plastrén (Tabla 3) ni en la muesca anal (Tabla 4) a
ninguna edad analizada. La Unica excepcion fue un efecto materno significativo a los 2

meses de edad (Fzo0,70= 1.560, p < 0.006) en la forma de la muesca anal.

Por otro lado, el peso de las madres no tuvo efecto sobre el peso de las crias, es decir,
madres mas pesadas no produjeron crias mas pesadas (F123 = 0.645, p = 0.430). Sin
embargo, madres mas largas (largo recto del caparazén, LRC), si produjeron huevos mas
grandes y crias mas largas con respecto al largo recto del caparazon (F123=5.763, p <
0.025).

7.3. Efecto de latemperatura sobre la forma

El efecto de la temperatura de incubacion en la forma del plastron de los neonatos fue

significativo al mes, a los 3 meses y a los 5 meses (Tabla 5), encontrando que las crias
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incubadas a 28 °C presentaban la zona pélvica mas amplia y la pectoral mas estrecha
que los incubados a 24°C. El efecto de la temperatura en la forma de la muesca anal fue
significativo a los 7 dias, al mes y a los 4 meses (Tabla 6), con una muesca anal mas
angosta a 28 grados y mas amplia a los 24 °C. Sin embargo, a pesar de encontrar

diferencias significativas, el efecto es débil y no es consistente durante el crecimiento.

7.4. Sexaje

Del total de las 75 crias obtenidas, se determiné el sexo del 33.3% de estos (n = 26); es
decir, 9, 10 y 7 individuos de 24, 26 y 28 °C respectivamente. Este sexaje se realizo por
medio de laparoscopias (n = 16), y en caso de muerte por diferentes causas durante el
levante se realizO por necropsia (n= 10). A las crias que murieron durante el
postoperatorio (n = 5), se les realiz6 necropsia para verificar nuevamente el sexo (Figura
2). En los casos en que no se pudo diferenciar las génadas macroscopicamente el sexo
fue confirmado por histologia. Del total de animales sexados se obtuvo las siguientes
proporciones sexuales (% machos): 88.9% (8 machos y 1 hembra) de 24 °C, 60% (6
machos y 4 hembras) de 26°C, y 0% (7 hembras y 0 machos) de 28°C.

Uno de los objetivos de este trabajo era sexar los animales (de sexo desconocido) a partir
de la forma de los animales de sexo conocido (sexados con laparoscopias o necropsias)
por medio de morfometria geométrica. Sin embargo, al predecir los sexos de esta manera
se obtuvieron resultados inconsistentes en el tiempo, es decir, algunos individuos
clasificados como machos a los 7 dias, eran clasificados como hembras (o viceversa) al
mes siguiente. Por esta razon la determinacion de la norma de reaccién térmica (ver
seccion 7.7) se realizO s6lo con los animales de sexo conocido (sexados por

laparoscopias y necropsias).

7.5. Efecto del sexo sobre laforma o dimorfismo sexual

El dimorfismo sexual en la forma del plastron fue significativo sélo a los 7 dias (F1, 24 =
3.360, p < 0.005), posteriormente no hubo diferencias. Al nacimiento, los machos tenian

una zona pectoral mas amplia que la zona pélvica, mientras que las hembras tenian una
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zona pectoral mas angosta que la zona pectoral (Figura 4). El dimorfismo sexual en la
forma de la muesca anal fue significativo sélo a los 7 dias (F1, 24 = 2.467, p < 0.042), al
mes (F1,24=2.603, p <0.035) y a los dos meses de edad (F1,24=2.603, p <0.035) (Figura
5, tablas 3y 4).

7.6. Norma de reaccion térmica

Al estimar la norma de reaccion térmica a partir de la proporcién de sexos conocidos y
las temperaturas promedio reales registradas en cada incubadora, se encontré que la
temperatura pivotal = 26.09°C (D.E. = 0.69), y el rango de temperaturas de transicién
(RTT) = 24.13 a 28.05°C, (intervalo de confianza, I.C. = 95%, Figura 3a). Adicionalmente,
para obtener datos mas completos sobre la especie, se estim6 una segunda norma de
reaccion térmica teniendo en cuenta también los datos obtenidos por Hernandez-
Montoya y colaboradores (2017), que fue de 100% (n = 20) hembras a 27.9 °C. Con esta
informacion se estimo6 que la temperatura pivotal = 26.05°C (D.E. =0.62), el RTT = 24.44
a 27.77°C (I.C. = 95%), y la temperatura 100% feminizante = 27.9°C (Figura 3b). La
temperatura 100% masculinizante no fue encontrada en este estudio, aunque se encontré

una produccion de 88.9% de machos a 24°C.
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8. Discusioén

En este estudio se sugiere que el mecanismo de determinacion sexual de C. carbonarius
es de tipo la, en el cual temperaturas altas producen hembras y temperaturas bajas
producen machos. Especificamente, los huevos incubados entre 24 y 29 °C producen
crias viables (este estudio y Herndndez-Montoya et al. 2017), siendo el limite superior
viable 29 °C (Hernandez-Montoya et al. 2017), pero el limite inferior viable se desconoce
puesto que temperaturas inferiores a 24 °C no han sido evaluadas. Es importante conocer
la temperatura minima a la que se producen crias viables para descartar la posibilidad de
un mecanismo de determinacién sexual tipo I, en el cual se producen hembras a
temperaturas altas y bajas, y machos a temperaturas intermedias (Ewert et al. 1994). Sin
embargo, esta posibilidad es baja teniendo en cuenta que otras especies de Testudinidae
tienen un mecanismo de determinacién sexual del tipo la (Hernandez-Montoya et al.
2017), con temperaturas 100% masculinizantes, pivotales y 100% feminizantes aln
mayores a las encontradas en este estudio. Un ejemplo son las especies Gopherus
agazzi (Spotila et al. 1994, Burke et al. 1996), G. polyphemus (Demuth, 2001) y
Malacocherus tornieri (Ewert et al. 2004) con temperaturas 100% masculinizantes = 25-
30.6°C, 26° Cy 27-29°C respectivamente; temperaturas pivotales = 31-32°C, 29-32°C y
29.8°C respectivamente, y temperaturas 100% feminizantes = 32.8-35.3°C, 32-34°C y
32°C respectivamente. Estas Ultimas temperaturas estan incluso muy por encima de la

temperatura superior viable para C. carbonarius (>29°C, Hernandez-Montoya et al. 2017).

Al analizar la variacion de la forma del plastron y la muesca anal segun el sexo solo se
presentan diferencias significativas a los 7 dias para el plastron y en la muesca anal a los
7 dias, 1 mes y 2 meses. Esta significancia no perdurd con la edad, y al tratar de hacer
la prediccion del sexo, con base a las edades que presentaron significancia, se
encontraron individuos clasificados como hembras o machos a los 7 dias, y con sexo
contrario al mes siguiente. Por esta razoén la prediccion del sexo mediante morfometria
geométrica en C. carbonarius no se pudo realizar como se habia pensado (Figura 2).
Este hallazgo difiere a lo encontrado en otras especies de tortugas como Chrysemys
picta, Trachemys scripta, Chelydra serpentina, Podocnemis expansa y P. lewyana
(Valenzuela et al. 2004, Myers et al. 2007, Ceballos y Valenzuela, 2011, Ceballos et al.
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2014, Gomez-Saldarriaga et al. 2016) en las cuales si se encontraron diferencias
significativas tanto en la forma del plastron, como en la muesca anal segun el sexo, al
nacer y durante el crecimiento hasta los 7 meses. Esta diferencia podria ser explicada
por la relacion que hay entre la forma del cuerpo de las especies acuaticas (como las
mencionadas arriba), y las especies terrestres (como C. carbonarius) con su ecologia y
mecanismos evolutivos (Bonnet et al. 2010). En las tortugas acuaticas el macho presenta
una forma del caparazén méas aplanada que la hembra, lo cual permite que los machos
sean hidrodindmicos y tengan mayor movilidad durante la época reproductiva. En las
especies terrestres, ademas de que el caparazon es mas alto y convexo que en las
acuaticas, en los machos el caparazén es aun mas alto y el plastrén es mucho mas
concavo que en las hembras, lo cual facilita el acople con el caparazén de la hembra
durante la copula. Adicionalmente, la forma del caparazén facilita que los machos se
levanten mas rapidamente en caso de voltearse de manera accidental durante la cépula
(Bonnet et al. 2010). Asimismo, los machos sexualmente maduros de C. carbonarius
presentan la escama supracaudal del caparazén muy abombada que se extiende mas

alla del borde mas posterior del plastrén (Pritchard y Trebbau, 1984).

Estas particularidades en el dimorfismo sexual de C. carbonarius sugieren explorar otras
alternativas de dimorfismo sexual en la forma de neonatos y jovenes. Un ejemplo podria
ser evaluar la distancia del borde posterior del plastron al borde mas posterior del
caparazon, asi como la forma del espacio que queda entre dichos bordes. Otra opcién
seria analizar fotografias en 3D con morfometria geométrica para buscar diferencias
entre la forma mas convexa del caparazon y mas céncava del plastron de los machos en
relacion a las hembras. Igualmente se debe explorar si existe dimorfismo sexual en el
tamafo del cuerpo (LRC, ARC, etc.) de machos y hembras neonatos y jovenes, aunque
se ha comprobado que el tamafio de los adultos es mas variable que la forma, debido a
presiones externas (ambiente, densidad) experimentadas por cada poblacion. Este es el
caso de especies como Testudo hermanniy T. graeca, en las que las hembras son mas
largas que los machos (Djordjevic et al. 2011, mientras que en T. marginata los machos

son mas largos que las hembras (Willemsen y Hailey, 2003, Kaddour et al. 2008).
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Otro resultado importante de este trabajo fue el bajo porcentaje de eclosién observado
(<56%) que también se observo en Hernandez-Montoya et al. 2017. Es posible que este
resultado se vea mediado por procesos como la estivacion embrionaria (Rafferty y Reina
2012), o por el estado nutricional de las madres, que puede disminuir la viabilidad de los
huevos (Hernandez, 1997). Otro factor que puede afectar el éxito de la eclosion es el
porcentaje de humedad, ya que esta especie habita en zonas boscosas y escoge lugares
para desovar bajo sombra, con la humedad necesaria para el desarrollo de los embriones
durante los meses de sequia (Hernandez, 1997). La humedad del sustrato de incubacion
de huevos de C. carbonarius mas adecuada no ha sido estudiada, aunque se sabe que
especies que habitan en ecosistemas similares, como la Chelonoidis chilensis, requieren
una humedad ambiental del 95% durante la incubacion (Romito et al. 2015). En este
estudio, se us6 un sustrato de vermiculita: agua de 1:2 (Paez et al. 2009, Kuchling et al.

2013, Hernandez-Montoya et al. 2017), sin embargo, la humedad misma no fue estimada.
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9. Conclusiones

Con los resultados obtenidos en este estudio se obtuvo la norma de reaccion térmica
para C. carbonarius, incluyendo las temperaturas 100% feminizantes, temperatura pivotal
y el rango de temperaturas transicionales. Las temperaturas que componen la norma de
reaccion térmica de esta especie son las mas bajas dentro de Testudinidae, sin embargo,
C. carbonarius parece seguir el mismo patrén de determinacién sexual de su familia,
DST-la. A pesar de que la temperatura 100% masculinizante no estuvo en el rango de
temperaturas evaluadas, esta debe estar muy cerca de los 24°C. Se espera que la norma
de reaccién térmica estimada sea util para producir las proporciones sexuales deseadas
en futuros programas de conservacion en cautiverio. Por otro lado, las diferencias en la
forma de la muesca anal y del plastron asociadas al sexo fueron levemente significativa,
se diluyeron a partir del tercer mes de edad, y no fueron consistentes en el tiempo por lo
gue no se recomiendan usar para predecir el sexo de neonatos con sexo desconocido.
Por esto se sugiere explorar otras partes del cuerpo o combinaciones del plastrén con el

caparazon.
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Tablas

Tabla 1.Promedios del peso (g) y medidas lineales corporales (mmy cm) de Chelonoidis
carbonarius a diferentes edades, y discriminado por temperatura de incubacion.
Abreviaturas: LRC = Largo recto caparazon, ARC = Ancho recto caparazon, AltoC = Alto
caparazon, LCC = Largo curvo caparazon, ACC = Ancho curvo caparazéony LCP = Largo
curvo plastron. Las letras diferentes indican diferencias significativas entre temperaturas,

letras iguales indican que no existen diferencias.

Peso LRC ARC LRP AltoC LCC ACC LCP

g Mm mm Mm mm cm cm Cm
7 dias
24°C 4201+ 5519+ 4587+ 4808+ 2869+ 656+ 7.04x 494+
9.272 5.052 3.722 4.342 2.112 0.682 0.682 0.472
26°C 39.15+ 5281+ 4491+ 4649+ 28.63+ 6.49+ 713+ 473+
5.622 3.202 2.602 3.552 1.392 0.342 0.412 0.372
28°C 38.64+ 5228+ 4401+ 46.27+ 29.17+ 650+ 707+ 498+
6.422 3.522 2.652 2.892 1.392 0.302 0.462 0.472
1 mes
24°C 505+ 5993+ 5021+ 5325+ 3040+ 722+ 7.68%+ 536+
7.272 4.002 3.032 2.922 1.452 0.472 0.522 0.262
26°C 4893+ 5881+ 4883+ 5141+ 3035+ 7.10+ 7.63x 5.28+%
11.042 5.252 4,182 4,952 1.762 0.652 0.592 0.552
28°C 4553+ 57.30x 4727+ 5033+ 2953+ 709+ 749+ 526+%
8.152 3.862 3.062 3.422 1.692 0.48%2 0.572 0.412
2 meses
24°C 53.38+ 6242+ 5150+ 5451+ 3152+ 752+ 792+ 554+
6.672 2.852 2.122 2.272 1.292 0.362 0.392 0.252
26°C 59.10+ 64.10+ 53.05+ 5264+ 3168+ 7.83+ 837+ 583+
12.322 4,972 3.602 9.292 2.062 0.582 0.582 0.492
28°C 55.23+ 6291+ 5154+ 5497+ 3147+ 761+ 817+ 567+
11.582 4,952 3.502 3.852 1.832 0.572 0.602 0.502
3 meses
24°C 56.73+ 6485+ 53.08+ 5597+ 3227+ 7.76+ 815+ 560+

8.702 2.792 2.732 3.002 1.552 0.492 0.48 @ 0.322
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26°C 63.07+ 66.77+ 5484+ 5763+ 3310+ 810+ 862+ 588+
13.192 4,912 3.892 4.602 1.992 0.642 0.68° 0.532
28°C 63.23+ 66.19 + 53.77+ 57.21+ 3260+ 811+ 856+ 589+
12.922 4,992 3.632 4,382 2.262 0.602 0.68ab 0.492

4 meses
24°C 56.79+ 6482+ 53.09+ 56.01+ 3232+ 7.75+ 817+ 560+
8.892 2.852 2.802 3.062 1.572 0.492 0.472 0.332
26°C 63.067 66.77+ 5484+ 5763+ 3310+ 810+ 8.62+ 5.88+%
+13.192 4912 3.892 4.602 1.992 0.642 0.682 0.532
28°C 63.23+ 66.19+ 5377+ 5721+ 3260+ 8.11+ 856+ 589+
12.922 4.992 3.632 4.382 2.262 0.602 0.682 0.492

5 meses
24°C 5748 6590+ 5456+ 5696+ 3223+ 809+ 841+ 586+%
+12.90% 5.06 4.00 4.90 2.242 0.60 0.682 0.482
26°C 63.7+ 68.14+ 5551+ 5847+ 33.09+ 833+ 871+ 6.01%
15.80b 5.22 4.02 450 2.25ab 0.70 0.682° 0.482
28°C 6795+ 69.01+ 56.05+ 5960+ 3398+ 849+ 895+ 6.07+
12.46b 4.36 3.02 3.56 2.38P 0.52 0.58P 0.362

6 meses
24°C 5497+ 6571+ 5407+ 5650+ 3194+ 8.08+ 838+ 585+
8.812 3.152 2.602 3.092 1.542 0.502 0.512 0.392
26°C 65.92+ 6850+ 56.06+ 5884+ 33.124 8.40+ 887+ 6.04+
13.132 4.82@ 3.602 4533 +208% (.56 0.552b 0.482
28°C 66.53+ 69.62+ 56.28+ 60.12+ 3391+ 857+ 910+ 6.15+
14.492 4.48b 3.342 4,13 2.51P 0.59b 0.59b 0.432
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Tabla 2. Desarrollo embrionario y éxito de eclosién de los huevos de Chelonoidis

carbonarius obtenidos en este estudio discriminando por temperatura de incubacion.

24°C 26°C 28°C Total
(n=54) (n=55) (n=51) (n=160)
Huevos con signos de desarrollo n=49 n=45 n =40 n=134
embrionario (90,7%) (81,8%) (78,4%) (83,7%)
Huevos que eclosionaron n=27 n=24 n=24 n=75

(55,1%) (53,3%)  (60%) (55,9%)
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Tabla 3. Analisis de varianza de la forma del plastrén en funcion del sexo y de la madre.

GL SC MS R? F Z P

Plastrén, 7 dias:
Sexo 1 0.004 0.004 0.131 3.360 2.816 0.005*
Madre 14 0.016 0.001 0.519 0.951 -0.299 0.618
Residuales 9 0.011 0.001 0.351
Total 24 0.031

Plastréon, 1 mes:
Sexo 1 0.001 0.001 0.042 1.004 0.198 0.401
Madre 14 0.015 0.001 0.577 0.974 -0.142 0.555
Residuales 9 0.010 0.001 0.381
Total 24  0.025

Plastron, 2 meses
Sexo 1 0.001 0.001 0.040 0.803 -0.227 0.570
Madre 14  0.013 0.001 0.507 0.721 -1.345 0.907
Residuales 9 0.012 0.001 0.452

Total 24  0.026

Plastron, 3 meses
Sexo 1 0.001 0.001 0.044 0.854 -0.094 0.521
Madre 13 0.013 0.001 0.494 0.739 -1.090 0.856
Residuales 9 0.012 0.001 0.462

Total 23 0.026

Plastron, 4meses
Sexo 1 0.001 0.001 0.035 0.673 -0.544 0.694
Madre 12 0.012 0.001 0.491 0.776 -0.931 0.819
Residuales 9 0.011 0.001 0.474

Total 22 0.024

Platréon, 5 meses
Sexo 1 0.001 0.001 0.025 0.409 -1.457 0.938
Madre 11 0.011 0.001 0.488 0.729 -1.077 0.851
Residuales 8 0.011 0.001 0.487

Total 20 0.022

* Significativo

36



Tabla 4. Analisis de varianza de la forma de la muesca anal en funcion del sexo y de la

madre.
GL SC MS R? F Z P
Plastron, 7 dias
Sexo 1 0.006 0.006 0.098 2467.00 1675.00 0.042*
Madre 14 0.033 0.002 0.541 0.968 -0.168 0.565
Residuales 9 0.022 0.002 0.359
Total 24 0.062
Plastron, 1 mes
Sexo 1 0.005 0.005 0.079 2603.00 1750.00 0.035*
Madre 14 0.041 0.003 0.644  1499.00 1630.00 0.519
Residuales 9 0.017 0.002 0.276
Total 24 0.064
Plastron, 2 meses
Sexo 1 0.005 0.005 0.079 2603.00 1750.00 0.035*
Madre 14 0.041 0.003 0.644  1499.00 1630.00 0.519
Residuales 9 0.017 0.002 0.276
Total 24 0.064
Plastron, 3 meses
Sexo 1 0.004 0.004 0.060 1605.00 0.988 0.167
Madre 13 0.036 0.003 0.601 1231.00 0.734 0.239
Residuales 9 0.020 0.002 0.338
Total 23 0.059
Plastron, 4 meses
Sexo 1 0.005 0.005 0.073 22174.00 14074.00 0.077
Madre 12 0.039 0.003 0.631 15995.00 16129.00 0.054
Residuales 9 0.018 0.002 0.296
Total 22 0.062
Plastron, 5 meses
Sexo 1 0.003 0.003 0.046 12926.00 0.605 0.287
Madre 11 0.037 0.003 0.672 17335.00 157083.00 0.059
Residuales 8 0.016 0.002 0.282
Total 20 0.055
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Tabla 5. Analisis de varianza de la forma del plastrén en funcion de la temperatura.

GL SC MS R2 F Z P
Plastron, 7 dias
Temperatura 1 0.001 0.001 0.009 0.666 -0.786 0.790
Residuos 70 0.092 0.001 0.991
Total 71 0.093
Plastréon, 1 mes
Temperatura 1 0.003 0.003 0.036 2.581 2.452 0.014*
Residuos 70 0.076 0.001 0.964
Total 71 0.079
Plastron, 2 meses
Temperatura 1 0.001 0.001 0.010 0.725 -0.551 0.715
Residuos 69 0.071 0.001 0.990
Total 70 0.071
Plastréon, 3 meses
Temperatura 1 0.006 0.006 0.091 6.796 4.560 0.001*
Residuos 68 0.064 0.001 0.909
Total 69 0.070
Plastrén, 4 meses
Temperatura 1 0.001321 0.0013207 0.01953 1.3347 0.86743 0.183
Residuos 67 0.066301 0.0009896 0.98047
Total 68 0.067621
Plastron, 5 meses
Temperatura 1 0.005941 0.0059413 0.09011 6.4372 4.4518 0.001*
Residuos 65 0.059993 0.000923 0.90989
Total 66 0.065934
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Tabla 6. Anélisis de varianza de la forma de la muesca anal en funcién de la

temperatura.
GL SC MS R2 F Z P
Muesca anal, 7 dias
Temperatura 1 0.010 0.010 0.051 3.792 2.370 0.010*
Residuos 70 0.179 0.003 0.949
Total 71 0.189
Muesca anal, 1 mes
Temperatura 1 0.008 0.008 0.040 2.918 2.013 0.017*
Residuos 70 0.181 0.003 0.960
Total 71 0.188
Muesca anal, 2 meses
Temperatura 1 0.003 0.003 0.017 1.198 0.558 0.307
Residuos 69 0.184 0.003 0.983
Total 70 0.187
Muesca anal, 3 meses
Temperatura 1 0.004 0.004 0.021 1.458 0.873 0.204
Residuos 68 0.178 0.003 0.979
Total 69 0.182
Muesca anal, 4 meses
Temperatura 10.0076910.00769120.03968 2.7686 1.8889 0.021
Residuos 670.186126 0.0027780.96032
Total 680.193818
Muesca anal, 5 meses
Temperatura 10.0042850.00428550.02477 1.6509 1.0653 0.149
Residuos 65 0.168730.00259580.97523
Total 660.173015
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Figuras

Figura 1. Fotografias de ovario (izquierda) y testiculo (derecha), obtenida durante

necropsia a través de estereoscopio.

H3: Individuo de 28°C, 6 meses J5: Individuo de 26°C, 5 meses
Peso: 94,6gr Peso: 99,2gr
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Figura 2. Localizacion de puntos de referencia fijos (puntos negros) y deslizantes (puntos

blancos) en el plastron (izquierda) y muesca anal (derecha) de tortugas morrocoy de

patas rojas (Chelonoidis carbonarius).
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Figura 3. Norma de reaccién térmica para Chelonoidis carbonarius estimada teniendo
en cuenta los tratamientos 24, 26 y 28°C (a) y adicionando la informacién obtenida por

Hernandez- Montoya et al. 2017 a los 29°C (b).
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Figura 4. llustraciones de la forma promedio del plastrén de machos y hembras a los 7
dias, con una magnificacion 2 veces su tamafio normal (2x). Los machos tienen una

amplitud mayor en la zona pectoral y las hembras presentan mayor amplitud en la zona

pélvica.

Machos, 7 dias, 2x Hembras, 7 dias, 2x
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Figura 5. llustraciones de la forma promedio de la muesca anal de machos y hembras a

los 7 dias, 1 mes y 2 mes, con una magnificacion 2 veces su tamafo normal (2x). Las

hembras tienen una muesca anal mas angosta relativo a los machos.
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11.Anexos

Anexo 1. Reglamento de la revista Chelonian Conservation and Biology (CCB) en su
idioma original (inglés), donde va a ser sometido el articulo producto del trabajo de

investigacion.

CCB INSTRUCTIONS FOR AUTHORS

Manuscripts prepared without careful attention to journal format will be returned without
review for reformatting. Authors who seek to publish in Chelonian Conservation and
Biology must adhere to the instructions below. Also, please note that for authors with
access to institutional funds, CCB charges $100 per journal page for each published
article. The Foundation depends on the payment of page charges to offset the cost of
publication. Authors wishing to have page charges discounted or waived should make

such requests at the time of initial manuscript submission.

Open Access: Open access charges for CCB articles are $1,500 for articles that are 1—
4 published pages and $2,000 for articles that are 5 or more published pages. Page
charges are waived for all authors paying for open access; additional charges, e.g., color
figures and excessive page proof changes, are the financial responsibility of the authors.
Journal articles are posted at CRF Online Journals (www.chelonianjournals.org) and
BioOne (www.bioone.org). Whereas page charges are billed after publication, open
access fees will be billed prior to publication and the article will be made open access after
payment has been processed. Articles published open access in CCB will be published
under a Creative Commons CC-BY-NC-SA license
(https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/), which means the article may
bereused with proper attribution for non-commercial use. Any remix or transformed

version of the content must be distributed under the same license as the original.

Submission: Submit manuscripts via email to CCB Executive Editor Jeffrey Seminoff

(ccbjournal@gmail.com).
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Manuscript File: Only electronic submissions will be considered for publication.
Manuscripts should be submitted as Microsoft Word files via email attachment; please do

not mail printed copies of the manuscript.

Copyright: It is a prerequisite that submitted manuscripts have not been published
elsewhere and are not simultaneously submitted to other journals. By submitting a
manuscript, the authors agree that the copyright for their article is transferred to the
publisher (except for employees of the United States Government) if and when the article
is accepted for publication. All submissions must be accompanied by a filled out and
signed copy of the Copyright Assignment and Author Disclosure Form. This form can be
downloaded from the journal website:
http://www.chelonianjournals.org/page/author_instructions

Contact Information: Each manuscript must include full names and complete addresses
(including email address) of all authors, in addition to the phone and fax numbers of the
senior or designated corresponding author.

Language: Contributions are acceptable in English only, but at the author’s discretion
may include a pertinent foreign language translation of the Abstract as a summary
following the article. Articles with numerous English spelling and/or grammatical errors will

be promptly returned to authors and not considered for publication.

Species Names: Common names should not be capitalized, and are not required to follow

any standardized naming conventions (e.g., U.S. herpetological associations' "official"
common names); they should represent common usage in the area of study (local
vernacular names are acceptable) and/or be given in English as a reasonably commonly
used name (see http://www.iucn-tftsg.org/checklist/). Scientific names are required and
should follow the most recent checklist published by the Turtle Taxonomy Working Group
of the IUCN Tortoise and Freshwater Turtle Specialist Group (http://www.iucn-
tftsg.org/checklist/). Should an author wish to use a scientific name that is different from
the name in the checklist, a footnote at first usage should briefly indicate the rationale for

the different usage, with supporting citations where appropriate.
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Formatting: All manuscript pages must be numbered and double-spaced, including text,
literature cited, tables, and figure legends. All text lines must be left justified and numbered
to facilitate the review process. All text font must be in 12 pt. Times or Times New Roman.
All figures must use a sans serif font for all figure text (e.g., Arial). Statistical Notation:
Preferred common statistical notation includes n, p, t, r, F, and (2. For the last two,
degrees of freedom should be indicated with subscript numbers, e.g., F3,18 = 3.48 and

(123 = 4.51. Mean values can be preceded by “mean =" or “x™=".

Abbreviations: Standard abbreviations should be used for common metric
measurements (e.g.,mm, cm, m, km, g, kg, ml, I, m2, ha) and the following units of time:
sec (seconds), min (minutes), hrs (hours, including time of day, e.g., 0900 hrs), and yrs

(years).

Sections and Headings for Articles: Full-length Articles must be accompanied by a
detailed Abstract and a list of Key Words to summarize the results and conclusions, and
must be separated into logical sections, such as Introduction (no heading), Methods,
Results, Discussion, Acknowledgments, and Literature Cited. Additional or different
sections or subheadings may be utilized as applicable at the discretion of the author.
Articles are generally more than 5000 words. Headings should be centered and boldface
in ALL CAPS (except Acknowledgments, which should be in SMALL CAPS). Subheadings
should be indented, italicized, and followed by a period and an em dash (—), with spaces

before and after the em dash.

Shorter Contributions: Notes, Field Reports, Commentaries, and Reviews must be
accompanied by a short 2—3 sentence Abstract (but no Key Words) and may or may not
be separated into sections (see previous item) as necessary. These submissions are
generally fewer than 4000 words. The Editors reserve the right to designate individual
contributions as either an Article or a Note.
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Accents and Diacritical Marks: Careful attention should be paid to accents and
diacritical marks on foreign words, both in the text of a contribution and in foreign-language

citations in the Literature Cited section.

Acknowledgments: Acknowledgments should be brief. Funding agencies should be
listed, as appropriate. If permits were necessary for the study, the permit numbers must
be cited with reference to the issuing agency. For studies that required surgery,
anesthesia, or unusual or invasive manipulation of study animals, authors must provide
acknowledgment that appropriate Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC)
approval (or similar local ethical approval in foreign countries) was granted along with
details of the institution providing authorization. Failure to do so will necessitate editorial

rejection of the submission without additional review.

Animal Welfare Policy and Permitting: All manuscripts that report on studies of live
animals must include the appropriate information on their ethical treatment of animals as
per guidelines recognized by a major scientific society (e.g.,
http://www.asih.org/sites/default/files/documents/resources/guidelinesherpsresearch200
4.pdf) and/or as prescribed after formal review by an Institutional Animal Care and Use
Committee or IACUC. Manuscripts that do not fully document adherence to norms of
animal welfare will be rejected. In addition, the Acknowledgments section must include
the numbers of all collection or research permits required at the study location, export and
import permits needed to move specimens across country borders, and IACUC approval
for the care of animals and study procedures used. Submitted studies that deviate from

acceptable practices will be rejected.

Tables, Figures, and Appendices: Each table, each figure, and each appendix should
appear on a separate page embedded in the Word file following the Literature Cited.
Captions for tables and appendices should appear above and captions for figures should
appear below. Figure captions for photos should include designation of the photographer.
Text footnotes are not acceptable except as necessary in Tables and under “Species
Names” above.
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Figures for Publication: Line drawings and photographs should be submitted as
electronic .jpg or .tif files. Low-resolution files may be submitted initially, although higher-

resolution files Will be required for final acceptance.

Color Photo and Figure Costs: Requests for the use of color photos in individual articles
are encouraged if authors agree to absorb the actual costs involved, currently $600 for
the first color figure and $450 for each additional color figure in the hard-copy version;

color figures in the PDF version are $75 per figure.

Cover Photograph: Authors are encouraged to submit high-quality color digital photos of
their study species to be considered for the journal cover photo. One illustration per issue
will often be chosen for the cover color photograph. The photo chosen for the cover
illustration need not be identical to a formal illustration from an article, but may simply

represent an unusually attractive or interesting photo of the species in question.

In-Text Citations: All articles must be fully referenced and citations in a string must be
chronological and separated by semicolons: (Williams 1950; Carr et al. 1974; Wermuth
and Mertens 1977). Authors’ first names in the Literature Cited section should only be
given asinitials. Multiple citations by the same author should be separated by a comma
rather than a semicolon: (e.g., Williams 1950, 1957; Ernst 1971a, 1971b).

Literature Cited: Citation format for references should be as follows, providing full journal
citations without abbreviations and authors names and initials in the SMALL CAPS (not
ALL CAPS) font. A hanging indent should be used without extra line spaces between
citations. Multiple citations to the works of a single author should be spelled out in full each
time, i.e., a line should not replace the author’'s name in the second and subsequent
citations. All authors’ names, including second and subsequent authors, are given last
name first, then initials. An en dash (-) is used to separate page numbers, issue numbers
are not included for consecutivelynumbered volumes of periodicals, and there are no

spaces in the volume number and page number portion of a cited journal article. Citations
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with two or more authors have all authors listed last name first and separated by commas:
DODD, C.K., JR., FRANZ, R., AND SMITH, L.L. 2012. Title. Reference. There is no
comma following the first author’s initials for a citation with two authors: SOUZA, F.L. AND
ABE, A.S. 1995. Journal article: GAFFNEY, E.S. 1979. Comparative cranial morphology
of recent and fossil turtles. Bulletin of the American Museum of Natural History
164:65-376. Book: COGGER, H.G. 1975. Reptiles and Amphibians of Australia. Sydney:
A.H. and A.W. Reed, 660 pp. Chapter in an edited volume: PRITCHARD, P.C.H. 1979.
Taxonomy, evolution, and zoogeography. In: Harless, M. and Morlock, H. (Eds.). Turtles:
Perspectives and Research. New York: John Wiley and Sons, pp. 1-42.

Thesis or dissertation: LAHANAS, P.N. 1982. Aspects of the life history of the southern
black-knobbed sawback, Graptemys nigrinoda delticola. MS Thesis, Auburn University,
Auburn, AL.

Web page: IUCN RED LIST OF THREATENED SPECIES. 7 July 2007. Loggerhead turtle
(Caretta caretta). http://www.iucnredlist.org/apps/redlist/details/4615/0 (11 October
2009).

Unpublished Report: MORTIMER, J.A. 1990. Recommendations for the management of
the

green turtle (Chelonia mydas) population nesting at the Turtle Islands of Sarawak. WWF

Report, 25 pp.

Submission of Revised Manuscript: Authors receiving notification of acceptance, or
those being invited to submit a revised manuscript for additional review have 3 months
(90 days) to submit their revised manuscripts. If not submitted within this time frame,
manuscripts may be subject to re-enter the review pool and be treated as a new

submission.

Revisions: Revisions should not be made in proofs; more than five changes in proofs
other tan correction of printer's and editor’s errors will be charged to authors at the rate of
$5.00 per correction. Authors are invoiced for line charges and figure remakes; until
invoices are paid, subsequent manuscripts from delinquent authors will not be considered

for review in any Allen Press publication.
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Submission of Final Accepted Manuscript: Authors submitting final accepted
manuscripts are requested to submit all text components in a single .doc or .docx file. All

figures must be submitted as individual .jpg or .tif files of at least 300 dpi resolution.

Printing Costs: There is a US$100 charge per printed page that will be invoiced to
authors as soon as the article appears on the website as ‘on-line first’ or published in the
print version.

AUTHORS WHO WISH TO HAVE PAGE CHARGES DISCOUNTED OR WAIVED
SHOULD MAKE SUCH REQUESTS AT THE TIME OF MANUSCRIPT SUBMISSION.
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