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II. RESUMEN

La investigacion endocrinoldgica reproductiva desempena un papel importante en el manejo
de especies en peligro de extincion. A través de técnicas convencionales y no invasivas, se
comprende la naturaleza compleja de los procesos biologicos, reproductivos y
comportamentales para crear estrategias efectivas de conservacion como programas de
reproduccion, rehabilitacion, reintroduccion y manejo de poblaciones silvestres.

En el presente estudio, se aborda de manera integral la biologia reproductiva del manati
antillano Trichechus manatus manatus, una subespecie en peligro de extincion, utilizando
para ello técnicas no invasivas. Se realiz6 la medicion de las concentraciones de metabolitos
esteroidales progesterona (P4) y estradiol (E2), a través de muestras fecales, recogidas en
manaties antillanos bajo cuidado profesional, mediante condicionamiento operante. Este
enfoque metodologico ofrecid una alternativa efectiva y menos invasiva en comparacion con
los métodos tradicionales, proporcionando datos valiosos sin requerir la manipulacion
extensiva de los animales.

Mediante este estudio se logrd por primera vez aplicar con éxito la evaluacion endocrina
utilizando la técnica de inmunoensayo enzimatico (ELISA). Mediante un kit comercial de la
marca DetectX®, se establecieron valores de referencia para estradiol y progesterona en
hembras de manati antillano bajo cuidado profesional. Los resultados obtenidos fueron las
concentraciones de P4 con valor maximo de 334,4 ng/g y minimo de 109,9 ng/g y para E2
un valor maximo de 90,0 ng/g, y minimo de 12,2 ng/g. Los resultados sugieren una relacion
inversamente proporcional entre las dos hormonas, reflejando una compleja interaccion entre
las mismas en el ciclo estral de los manaties. Sin embargo, también se observo que estas
hormonas podrian actuar de forma independiente, lo que indica la existencia de mecanismos
hormonales complejos en estos mamiferos marinos. Por otra parte, los resultados obtenidos
mostraron similitudes en los patrones hormonales con otras especies del orden Sirenia como
Dugong dugon, Trichechus inunguis, y la subespecie Trichechus manatus latirostris.

Otra similitud que se evidenci6 fueron niveles bajos en las concentraciones hormonales; esta
caracteristica es similar en el orden Sirenia, incluso en otras especies como elefantes que
comparten parentesco filogenético. Sin embargo, en este estudio no fue posible relacionar las
concentraciones hormonales con el estadio reproductivo ya que los valores fueron muy
similares entre si; por lo tanto, este avance metodoldgico proporciona una base fundamental
para futuras investigaciones y para el manejo endocrinologico orientado a la conservacion de
estos mamiferos marinos.



III.ABSTRACT

Reproductive Profile Description of Antillean Manatee (Trichechus manatus manatus)
Females Through Non-Invasive Monitoring of Fecal Steroids E2 and P4

Reproductive endocrinological research plays a crucial role in the treatment of endangered
species. Through conventional and non-invasive techniques, the complex nature of
biological, reproductive, and behavioral processes is understood to create effective
conservation strategies such as breeding programs, rehabilitation, reintroduction, and
management of wild populations.

In the present study, the reproductive biology of the Antillean manatee, an endangered
subspecies, is comprehensively addressed using non-invasive techniques. The measurement
of steroid metabolite concentrations, progesterone (P4) and estradiol (E2), was carried out
through fecal samples collected from Antillean manatees under professional care using
operant conditioning. This methodological approach provided an effective and less invasive
alternative compared to traditional methods, yielding valuable data without requiring
extensive manipulation of the animals.

This study successfully applied endocrine evaluation using the enzyme immunoassay
technique (ELISA) for the first time. Using a commercial DetectX® kit, reference values for
estradiol and progesterone in female Antillean manatees under professional care were
established. The results showed maximum P4 concentrations of 334,4 ng/g and a minimum
of 109,9 ng/g, and for E2, a maximum of 90,0 ng/g and a minimum of 12,2 ng/g. The results
suggest an inversely proportional relationship between the two hormones, reflecting a
complex interaction in the manatees' estrous cycle. However, it was also observed that these
hormones could act independently, indicating the existence of complex hormonal
mechanisms in these marine mammals. Moreover, the results showed similarities in
hormonal patterns with other species of the Sirenia order such as Dugong dugon, Trichechus
inunguis, and the subspecies Trichechus manatus latirostris.

Another similarity observed was the low levels in hormonal concentrations; this
characteristic is similar across the Sirenia order, even in other related species such as
elephants. However, in this study, it was not possible to correlate hormonal concentrations
with the reproductive stage since the values were very similar among them; therefore, this
methodological advancement provides a fundamental basis for future research and for the
endocrinological management aimed at the conservation of these marine mammals.



IV.INTRODUCCION

La sexta extincion masiva, un fenomeno actual de la crisis de biodiversidad, subraya la
importancia de la comprension detallada de la biologia reproductiva para la conservacion de
especies amenazadas. Este entendimiento es clave no solo para prevenir la extincién de
especies, sino también para preservar interacciones ecologicas esenciales que, de perderse,
podrian causar un colapso de los ecosistemas (Ceballos et al., 2020).

En respuesta a esta crisis, la implementacion de biotecnologias reproductivas, como la
criopreservacion de gametos, la inseminacion artificial, y la fecundacion in vitro, emergen
como alternativas para facilitar la reproduccion de especies silvestres (Brown, 2000). Estas
técnicas facilitan el manejo de especies, especialmente en casos de comportamientos de
apareamiento incompatibles, y ayudan a mantener el flujo genético sin necesidad de extraer
individuos de su habitat natural (Brown, 2000). Adicionalmente, estas tecnologias tienen el
potencial de contribuir significativamente en la preservacion genética, ya que a partir de ellas
se pueden generar bancos gendomicos de animales cautivos (Robeck et al., 2004). Estos
procedimientos tienen el potencial de funcionar como estrategia para reproducir de forma
asistida especies cuyas poblaciones se encuentran decreciendo, y que en vida silvestre
enfrentan a desafios tanto ambientales como antropicos que afectan su viabilidad. El uso de
técnicas reproductivas bajo cuidado profesional ha permitido la producciéon de animales
genéticamente valiosos, que posteriormente son liberados en la naturaleza, contribuyendo asi
a la conservacion de especies en peligro de extincion. La utilizacion de estas técnicas, en
combinacion con programas de conservacion en el habitat natural, puede aumentar
significativamente las posibilidades de supervivencia de las poblaciones animales y mejorar
la diversidad genética (O’Brien & Robeck, 2010). Proyectos de conservacion exitosos, como
la reintroduccién del yaguareté en Ibera, Argentina (Di Martino et al., 2018), y la
recuperacion de la nutria gigante Pteronura brasiliensis en el rio Parand (Zamboni et al.,
2018), demuestran la efectividad de estas herramientas en la proteccion de especies
amenazadas.

Estas biotecnologias aplicadas a mamiferos marinos son aun objeto de estudio, sin embargo,
ya se han reportado casos de éxito. Por ejemplo, en SeaWorld, Estados Unidos, tres hembras
de orca de edades entre 13 y 20 afios fueron sometidas a monitoreo endocrino y
sincronizacion estral, y posteriormente prefiadas mediante inseminacion artificial (IA). Dos
de las gestaciones culminaron con el nacimiento de crias vivas, mientras que la tercera resulto
en una cria muerta (Robeck et al., 2004). Si bien, estos procesos pueden ser costosos y
complejos dada la barrera de su habitat (ambiente acudtico) y al tamafio de los animales,
representan una interesante alternativa para especies longevas, con ciclos reproductivos
largos y complejos que, ademas, se encuentran en peligro de extincion. No obstante, para la
implementacion de estos procesos es necesario una mejor comprension de la anatomia y
fisiologia reproductiva, con el fin de determinar los protocolos que se adapten a las
condiciones de la especie. Adicionalmente, se requieren investigaciones para profundizar en
técnicas de manipulacion y congelacion de gametos, asi como lineas bases de valores de
referencia endocrinos que ayuden a determinar la eficacia de los protocolos de sincronizacion
o induccion de ovulacion (Robeck et al., 1994).



Por otra parte, la investigacion de las fluctuaciones hormonales es un aspecto relevante para
predecir el pico de actividad reproductiva y comprender como los factores estresantes
ambientales y antropogénicos pueden influir en la fertilidad de estas poblaciones en la
naturaleza (Wilson et al., 2011). La caracterizacion de los esteroides resulta importante para
la evaluacion de la competencia reproductiva, la identificacion de individuos con problemas
de fertilidad y la determinacion de la necesidad de intervenciones de reproduccion asistida.
Recientes esfuerzos se han centrado en la cria natural, utilizando técnicas reproductivas bajo
cuidado profesional. El objetivo es garantizar la reproduccion de animales con valiosos
atributos genéticos, minimizar los riesgos asociados al transporte de animales y preservar la
diversidad genética (Brown et al.,1994).

En este sentido, la determinacion de los niveles hormonales, especialmente de los esteroides,
se ha convertido en una herramienta crucial en la evaluacion de la salud reproductiva en
distintas especies animales (Brown, 2000). La medicion de estas hormonas permite detectar
alteraciones en los ciclos reproductivos y evaluar la funcién gonadal. Asimismo, el monitoreo
de los niveles hormonales es esencial para el seguimiento de los programas de reproduccion
asistida y para evaluar su eficacia (Brown et al.,1994). Por otra parte, la determinacion del
estado reproductivo, madurez sexual y actividad reproductiva de organismos bajo cuidado
profesional, es importante para tomar decisiones criticas de manejo tales como la seleccion
del ambiente social, enriquecimiento ambiental, y tamafio y disposicion del encierro (Burgess
etal., 2013).

La subespecie de manati antillano (7richechus manatus manatus) actualmente estd
clasificada en la Lista Roja de la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
(UICN) como una subespecie En Peligro (EN), con poblacion decreciente (Self-Sullivan y
Mignucci-Giannoni, 2008). Su vulnerabilidad se atribuye a factores como la baja tasa
reproductiva, la baja variabilidad genética, la fragmentacion de sus habitats y el cambio
climatico (SEMARNAT, 2020). Los aspectos reproductivos de la subespecie de manati de la
Florida (7T.m. latirostris) han sido ampliamente estudiados en individuos bajo cuidado
profesional (Larkin, 2000), pero el estudio de estos aspectos en manaties silvestres ha sido
limitado debido a la baja eficiencia de las herramientas convencionales (Burgess et al., 2012).

Estudios mas recientes han reportado la implementacion de métodos no invasivos para el
analisis de estas hormonas, utilizando matrices alternativas como saliva (Amaral et al., 2009,
2015), lagrimas (Amaral, 2013), y orina (Wakai et al., 2002; Amaral et al., 2014), y heces
(Larkin, 2000; Horikoshi, 2004; Larkin et al., 2005; Burgess et al., 2012; Burgess et al.,
2013). Mediante estas técnicas, se han podido determinar aspectos como la duracion el ciclo
estral, detencion de gestacion, y madurez sexual en dugongo (Lanyon & Burgess 2014),
manati amazénico (Amaral et al., 2013), y manati de la Florida (Larkin, 2000; Horikoshi,
2004). A pesar de estos avances, hasta el momento no existe ningin estudio que haya
abordado estos aspectos para el manati antillano.

Este estudio se enfoca en la aplicacion de técnicas no invasivas en manaties antillanos bajo
cuidado profesional, con el objetivo de profundizar en la comprensién de sus procesos
reproductivos. Con este trabajo, se busca avanzar en el entendimiento fisioldgico y
reproductivo de esta subespecie en peligro de extincion a fin de generar conocimientos que
sean aplicables a la conservacion de las poblaciones silvestres de manati.



V. MARCO TEORICO
5.1. Taxonomia

El orden Sirena posee dos familias: Dugongidae y Trichechidae. En la familia Dugongidae
se encuentran la especie Dugong dugon, conocida con el nombre comiin de Dugongo y la
extinta Hydrodamalis gigas, conocida como vaca marina de Steller (Self-Sullivan &
Mignucci-Giannoni, 2008). La familia Trichechidae incluye a Trichechus inunguis (manati
amazonico), 7. senegalensis (manati de africa occidental) y 7. manatus (manati de las indias
occidentales). Este ultimo tiene dos subespecies: 7. m. latirostris (manati de la Florida) y 7.
m. manatus (manati antillano) (Self-Sullivan & Mignucci-Giannoni, 2008).

5.2. Distribucion

El manati antillano (7richechus manatus manatus) es una subespecie nativa de México, en
donde histéricamente ha tenido una amplia distribucion en el golfo de México y la peninsula
de Yucatan, desde Tamaulipas hasta la costa de Quintana Roo (Figura 1). Debido a la
fragmentacion de su habitat, la poblacion se ha concentrado en tres regiones principales: los
rios y estuarios del estado de Veracruz, las cuencas de los rios Grijalva y Usumacinta en
Tabasco y Chiapas, y la region costera del mar Caribe, desde Holbox hasta el Rio Hondo en
Quintana Roo (Colmenero y Hoz, 1986; Morales-Vela et al., 2000; Olivera et al., 2022).
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Figura 1. Distribucion actual de los manaties en México (Elaborado por SEMARNAT,
2020).



5.3. Comportamiento

Los manaties exhiben comportamientos reproductivos que presentan notables similitudes con
los elefantes, producto de una divergencia evolutiva que se inici6 en el Paleoceno. Estos
paralelismos incluyen la poliandria, donde las hembras de manati se aparean con multiples
machos dentro de un mismo ciclo estral, y la promiscuidad, caracterizada por un
apareamiento indiscriminado y oportunista (Larkin, 2000; Hartman, 1979; Poole, 1985).
Durante el estro, las hembras manaties son receptivas a la copula, atrayendo a grupos de hasta
17 machos. Esta concentracion de machos a menudo conduce a una aparente competencia
por el acceso a la hembra receptiva (O'Shea et al., 2022). Sin embargo, se ha propuesto que
los manaties son competidores espermaticos, de tal suerte que la seleccion del mejor genotipo
ocurriria a nivel del canal vaginal (Reynolds et al., 2004). El comportamiento de receptividad
a la copula también ha sido observado en hembras acompafiadas de crias (Hamlett et al.,
1992).

La reproduccion de los sirenios es estacional y poliéstrica (Anderson, 2002). Los manaties,
que han evolucionado en zonas tropicales con un fotoperiodo relativamente estable durante
todo el afo, han desarrollado la capacidad de reproducirse de manera asincronica. Es decir,
no estan estrictamente limitados a una temporada de reproduccion fija, lo cual sugiere que
otras variables ambientales como la temperatura del agua, las precipitaciones y la
disponibilidad de alimento podrian influir en sus ciclos reproductivos, tanto en machos como
en hembras (Larkin, 2000; Hartman, 1979). Por ejemplo, los manaties amazdnicos estan
condicionados reproductivamente a los niveles fluviales, de tal suerte que la temporada
reproductiva y los nacimientos estan asociados al periodo de aguas altas (diciembre a julio),
cuando la disponibilidad de alimento aumenta (Best, 1982). En Colombia, particularmente
en el rio Orinoco, se ha descrito la adaptabilidad del manati antillano a diferentes entornos
acuaticos, se sugiere que la actividad reproductiva del manati antillano esta influenciada con
los cambios ambientales relacionados con los ciclos de inundacion, mostrando una tendencia
a incrementar su actividad reproductiva durante la estacion seca. En esta época, la escasez de
vegetacion y los niveles de agua reducidos posiblemente faciliten el aislamiento de los
individuos, lo que podria ser un factor clave en la dindmica de apareamiento. Contrariamente,
durante los periodos de aguas altas, se ha observado una reduccion en la frecuencia de
encuentros reproductivos, sugiriendo que las variaciones estacionales en el habitat podrian
influir significativamente en los patrones reproductivos de esta poblacion (Castelblanco-
Martinez et al., 2009a).

Aunque ambas investigaciones concuerdan en que las fluctuaciones de los rios interfieren en
la reproduccion, las razones subyacentes podrian divergir. En el caso del manati antillano se
relacionaria con el confinamiento por los niveles de agua, mientras que, en el manati
amazonico, se vincularia a un aumento en los requerimientos nutricionales. Respuestas
similares se han registrado en elefantes africanos y otros ungulados, donde la cantidad de
nutrientes se asocia con la reproduccion (Best, 1982).



5.4. Madurez sexual

La madurez sexual es un pardmetro importante en la biologia reproductiva de las poblaciones,
esta etapa fisiologica se encuentra muy relacionada con la pubertad. Durante esta tltima, las
hembras son capaces de liberar gametos, un proceso fisioldgico que generalmente se
manifiesta durante la primera ovulacion y que coincide con la aparicion de la conducta de
celo (Valencia, 2023). Por lo tanto, la madurez sexual se establece cuando las hembras
pueden reproducirse sin experimentar efectos adversos, tales como la interrupcion del
crecimiento, el desarrollo fisico inadecuado, distocia, entre otros posibles problemas
reproductivos (Valencia, 2023). El criterio mas comun para evaluar pubertad en hembras de
mamiferos es la primera ovulacion, evidenciada por la presencia de al menos un cuerpo liteo
en los ovarios. En hembras de manaties la determinaciéon de madurez sexual es dificil de
percibir por observacion corporal, a menos de que se registre la hembra acompafiada de una
cria, glandulas mamarias alargadas y activas o abdomen distendido por un feto grande (Marsh
etal., 2011).

Para determinar el estado de pubescencia en hembras de sirenios (preptiberes vs. ptberes),
se utiliza el tamafio corporal, aunque este puede variar entre individuos, especies y
probablemente a nivel poblacional. El término “prepuber” hace referencia a drganos
reproductivos y ciertas caracterizas de los mismo: ovarios lisos y aplanados con numerosos
y pequeiios foliculos, utero poco desarrollado y gandula mamaria inactiva (Marsh et al.,
2011).

En los dugongos silvestres, la madurez sexual puede retrasarse en ambos sexos, debido a una
confluencia de factores filogenéticos, genéticos y ambientales, estableciendo la edad de
maduracion sexual en aproximadamente 6 afos. Sin embargo, en condiciones de cautiverio,
donde los recursos estan mas disponibles, se ha observado que la maduracion puede ocurrir
mas temprano (Burgess et al., 2013). Lanyon & Burgess (2014) documentaron que una
hembra de dugongo mostraba signos hormonales de inicio de pubertad a los 4 afios, en tanto,
la madurez sexual se determiné que iniciaba a los 5 afios.

Para Trichechus inunguis la edad exacta de madurez sexual aun no esté claramente definida,
pero podria ser entre los 6 y 10 afos segin los reportes de Amaral et al. (2013).
Observaciones recientes de la actividad reproductiva de esta especie bajo cuidado
profesional, han demostrado que la madurez sexual del Trichechus manatus manatus podria
presentarse a una edad mas temprana, entre los 2 y 5 afos aproximadamente (Sanchez-
Okrucky com. pers.).

5.5. Fisiologia y morfologia reproductiva

Elefantes y manaties exhiben similitudes en los intervalos de inactividad sexual y en los
periodos de actividad reproductiva intensa, como evidencian multiples apareamientos en
cortos lapsos de tiempo. Ambos grupos desarrollan foliculos ovulados como no ovulados y
multiples cuerpos luteos (Larkin, 2000; Horikoshi, 2004).

La configuracion anatomica del sistema reproductor en hembras de manaties se distingue por
la localizacion de la apertura genital, la cual se sitia adyacente al ano (Hartman, 1979; Poole,



1985; Bonde et al., 1983). La estructura del aparato reproductor se asienta en el segmento
caudal del abdomen (Rodriguez et al., 2008). Las estructuras reproductivas externas de la
hembra del manati incluyen la vulva, el clitoris y el vestibulo; este ultimo esta a un costado
de los labios mayores, que se manifiestan como pliegues cutaneos notables circundando la
apertura urogenital, cercanos al ano. El vestibulo se extiende hacia la parte interna proximal.
El clitoris, de una forma distintivamente conica, emerge dorso ventralmente en direccion a
la apertura urogenital, culminando en una protuberancia diminuta conocida como el glande
del clitoris (Rodriguez et al., 2008). En la vagina se observa una mucosa conformada por
epitelio escamoso queratinizado con una longitud promedio de 267,1115 pm. La submucosa
sugiere una composicion de tejido conectivo muy grueso y vascularizado (Bezerra et al.,
2018).

El aparato reproductivo interno de las hembras del manati se caracteriza por un utero
bicorneo que se pliega a lo largo de su eje y presenta un cuerpo uterino de dimensiones
reducidas. Los cuernos uterinos son cortos y robustos, y se prolongan hacia oviductos de
similar longitud. En su estado no gestante, el ttero exhibe una morfologia bilobulada con
rugosidades transversales que alcanzan hasta los oviductos (Ronald et al., 1978). Los ovarios,
de forma ancha y aplanada, se ubican lateralmente a los rifiones y estdn contenidos dentro de
una bolsa peritoneal, como se observa en la figura 2. Se ha establecido una similitud en la
placentacion decidua y en la estructura uterina bicorne entre manaties y elefantes (Hamlett
et al., 1992). Los ovarios disponen de una corteza constituida por una banda estrecha que
alberga foliculos rodeados de tejido de soporte. Se evidencia una predominancia de foliculos
primordiales, aunque también se identifican foliculos secundarios, terciarios y de Graaf
abundante. El tejido medular ocupa aproximadamente el 80% del 6rgano, y se caracteriza
por una rica y difusa vascularizaciéon compuesta por vasos sanguineos de diversos calibres
(Bezerra et al., 2018).



4 Vena cava candal 10 wiel
2 Aorta abdominal 11 Vagina

3 Riiion zquierdo 12 Uretra
1 3 Cuello uterino

14 Ttero
15 Cuerno uterino derecho
1 6 Pared abdominal
7 Ureter
Tejido adiposo
19 Hemidiafragma

4 Colon descendente

5 Ovario izquierdo

6 Vejiga urinaria

7 Hueso pélvico izquierdo

8 Musculo cutineo del tronca
9 Ano

Figura 2. Esquema representativo del sistema reproductivo de hembras de manati
(Trichechus manatus)

5.6. Bases endocrinologicas

Se ha sugerido que los sirenios son poliéstricos, es decir que tienen ciclos estrales durante
todo el afio y solo se interrumpen por la prefiez. Se han observado grupos manaties de la
Florida en estro incluyendo hembras con crias lo que, asumiendo que la ovulacion no ocurre
durante la lactancia, indica que en los manaties pueden ocurrir periodos de estro infértiles
(Hartman 1979). Sin embargo, esto solo se ha demostrado histologicamente en los dugongos
(Marsh et al., 1984) y queda por demostrar en los manaties.

La fisiologia reproductiva de los manaties exhibe variabilidad en cuanto a la duracion del
ciclo estral, la cual puede diferir entre especies y poblaciones especificas. Para sirenios bajo
cuidado profesional, se ha estimado una duracién de ciclo estral de entre 28 y 42 dias para
Trichechus manatus latirostris (Larkin, 2000), de entre 42 y 48 dias para Trichechus inunguis
(Amaral et al., 2013), y de 53,6 dias para Dugong dugon (Wakai et al., 2002).

Las hormonas esteroideas son compuestos derivados del colesterol y se clasifican en cinco
grupos  distintos:  progestagenos, estrogenos, andrégenos, glucocorticoides y
mineralocorticoides. Estas hormonas son termoestables y liposolubles, esta tultima



caracteristica les permite atravesar la membrana celular y permanecer en el tracto digestivo
por varios dias sin ser degradadas por los jugos gastricos (Zarco-L et al., 2018).

Las hormonas esteroideas en el torrente sanguineo, libres de union a proteinas, tienen la
capacidad de atravesar el epitelio de las glandulas exocrinas, como las glandulas salivales,
mamarias y lagrimales, principalmente mediante un proceso de difusion pasiva. Este mismo
mecanismo permite el paso de hormonas esteroideas a través de la mucosa pulmonar
(Amaral, 2010). El metabolismo principal de los esteroides se lleva a cabo en el higado, el
cual ejerce una funcion predominante en su catabolismo; sin embargo, se reconoce que los
rifiones también presentan actividad catabdlica significativa en relacion a estos compuestos.
Los productos del metabolismo esteroideo son excretados en el duodeno a través del sistema
biliar y posteriormente transportados junto con los productos de la digestion (Amaral, 2010).

La progesterona es una hormona que se produce principalmente en las células del cuerpo
luteo, aunque en algunas especies también es secretada por la placenta. Esta hormona
desempefia una funcion importante en el sistema reproductivo, actuando en sinergia con los
estrogenos para llevar a cabo diversas funciones reproductivas, como el crecimiento del
epitelio glandular del ttero y de la glandula mamaria, en preparacion para la lactancia.
Ademas, se ha observado que la progesterona también esta implicada en la regulacion del
ciclo estral y en la prevencion de la ovulacion durante la gestacion (Zarco-L et al., 2018).

Los estrogenos son hormonas responsables de los signos de estro o receptividad sexual de
las hembras. La mayor parte de sus efectos estan encaminados a lograr la fertilizacion del
6vulo. Ademas, favorece a la apertura del cérvix y a las contracciones uterinas para impulsar
el transporte de los espermatozoides (Zarco-L et al., 2018). Los cuerpos luteos constituyen
estructuras endocrinas especializadas, y desempefian una funcion critica en la sintesis de
progesterona, hormona esencial para la preparacion del organismo para la gestacion y el
parto. Se ha planteado la hipdtesis de que las dificultades para la concepcion en estos
mamiferos marinos podrian estar relacionadas con una produccion insuficiente de
progesterona, un indicio de una posible disfuncion hormonal subyacente (Hamlett et al.,
1992).

En estudio que realizaron Floyd et al. (1991) en Trichechus manatus encontraron niveles de
P4 (progesterona) muy bajos durante algunos de sus muestreos, lo cual atribuyeron a las
dificultades que se presentan en la toma de muestras sanguineas ya que los ejemplares no
siempre se encontraban receptivos a la toma de sangre y podria generar estrés. No obstante,
se ha encontrado que las concentraciones de P4 en muestras sanguineas de Trichechus
manatus latirostris durante los estadios iniciales de la gestacion son relativamente bajas
(Tripp et al., 2009), una caracteristica que no es exclusiva de los manaties, sino que se
extiende a otras especies de sirenios y a los elefantes. Esta observacion sugiere que podria
existir un metabolismo acelerado de la P4 sintetizada por el cuerpo lateo, un fenémeno
previamente reportado en ciertas especies de carnivoros (Tripp et al., 2009).

Dadas las caracteristicas de las hormonas esteroidales, es posible extraerlas de las heces y
determinar sus concentraciones. Debido a su termoestabilidad, estas hormonas pueden
permanecer intactas en el tracto digestivo por dias o incluso semanas sin que se vea afectada
su estructura quimica (Brown et al., 1996). Esta capacidad de cuantificacion de las hormonas



esteroidales permite describir el perfil reproductivo de una especie. Por lo anterior, el uso de
técnicas no invasivas de monitoreo se convierte en una herramienta confiable para el estudio
de la actividad reproductiva de animales bajo cuidado profesional y en vida silvestre (Wasser
et al., 1994; Brown, 2000; Lanyon & Burgess, 2014).

5.7. Tasa de pasaje digestivo

Los manaties de las Américas son considerados herbivoros oportunistas, consumen una
variedad de hasta 60 especies de vegetales presentes en hdbitats marinos, estuarios y de agua
dulce. Ademas, su dieta incluye macroalgas e invertebrados, y en ocasiones, pastos terrestres
cercanos a la costa e incluso peces atrapados en redes (Worthy & Worthy 2014; Castelblanco-
Martinez et al., 2009b).

Los manaties se distinguen por tener una tasa metabodlica baja y, aunque no son rumiantes,
poseen un intestino superior agrandado que les permite una eficiente extraccion de nutrientes,
especialmente de la celulosa. El sistema digestivo del manati incluye un intestino delgado de
mas de 20 metros de longitud, que equivale a 6-7 veces la longitud de su cuerpo. Este
intestino se divide en dos partes principales: el duodeno, que es la porcion libre, y el yeyuno
e ileon, que conforman la porcion adherida o mesentérica. Por otra parte, en el intestino
grueso del manati se produce la mayor parte de la celuldlisis, con velocidades de paso
digestivo mas lentas. Esto podria estar relacionado con el gran tamafio del intestino, que
representa alrededor del 23% del peso corporal total (Larkin et al., 2007). Ademas, en el
intestino grueso esta compuesto por el ciego del intestino medio, el colon y el recto (Reynolds
et al 1996). Estas adaptaciones digestivas permiten a los manaties procesar eficazmente una
amplia gama de materia vegetal en su dieta.

Los manaties pueden tener periodos mas breves de retencion digestiva en el estdmago y en
su relativamente extenso intestino delgado (Larkin et al., 2007). Por ejemplo, se observa que
estos organos suelen contener una cantidad minima de material vegetal. Ademas, la digestion
estomacal ocurre dentro de una densa capa de moco que posiblemente reduce la absorcion
de nutrientes. En lugar de células predominantemente absorbentes en el intestino delgado del
manati, las células caliciformes constituyen el tipo celular principal. Por lo cual, la medicion
de la tasa de paso digestivo desde el momento de la ingestion hasta la defecacion puede ser
informativa con respecto a la funcioén gastrointestinal, en el sentido que revela informacion
como indicar retrasos en las concentraciones hormonales al comparar con valores de
muestras de suero con heces. El tiempo de paso digestivo del manati de la Florida es de 6 a
10 dias con un promedio de 7 dias (Larkin et al., 2007).

5.8. Problema

El manati antillano enfrenta diversas amenazas que ponen en peligro su supervivencia. Entre
éstas se incluye la caza furtiva, la pesca incidental, las colisiones con embarcaciones,
enfermedades infecciosas, la contaminacion de fuentes hidricas, el cambio climatico, la
fragmentacion del hébitat y el crecimiento de las zonas urbanas, turisticas y agropecuarias
(SEMARNAT, 2020). Su estado de vulnerabilidad se debe a factores como la baja tasa
reproductiva, la baja variabilidad genética, el comportamiento migratorio local que podria
atribuirse a las actividades antropicas y la fragmentacion de los hébitats. Ademas, las



migraciones locales pueden tener incidencia negativa en la supervivencia de los animales
debido a que se solapan con las actividades humanas, ya que se estan concentrando en rios
principales donde se ejercen actividades econdmicas, recreativas y culturales (SEMARNAT,
2020).

En México no se ha reportado una estimacion poblacional exacta de manaties, debido a la
dificultad para observarlos en vida silvestre. Recientes estudios sugieren que probablemente
la poblacion estaba sobrestimada (Gonzalez et al., 2012). Con base en la opinidn de expertos
nacionales (Rodas-Trejo et al., 2008; Puc-Carrasco et al., 2016; Puc-Carrasco et al., 2017;
Gonzalez et al., 2012), se estiman entre 800 a 1100 ejemplares, de los cuales 200 a 250 se
encuentran ubicados en la costa de Quintana Roo y entre 600 y 850 en el Golfo de México
(SEMARNAT, 2020).

La clasificacion de los manaties como especies sombrilla y emblematicas subraya su papel
fundamental no solo en la preservacion de habitats, sino también por su trascendencia
ecoldgica que protege a otras especies residentes en los mismos ecosistemas (SEMARNAT,
2020). Frente a los desafios inherentes al estudio de su biologia reproductiva, agravados por
las dificultades de monitoreo en su entorno natural, los ejemplares en cautividad se
convierten en una fuente valiosa de informacién (Lanyon et al., 2014).

Con el fin de contribuir al manejo ex-situ y la conservacion de esta subespecie, resulta crucial
comprender algunos aspectos de la biologia y reproduccion del manati antillano. La
disciplina de la endocrinologia de la conservacién, aun en desarrollo dentro de la
conservacion de mamiferos marinos, proporciona datos criticos para la gestion futura de estas
poblaciones (Lanyon et al., 2014). Esta tesis propone el empleo de técnicas no invasivas
como instrumentos esenciales para la determinacion del estado reproductivo, vital tanto para
el manejo de especies en la naturaleza como para las poblaciones en cautiverio.

La aplicacion de tecnologias endocrinoldgicas facilita el estudio de estados fisioldgicos a
través del andlisis de fluidos corporales, aprovechando el metabolismo de los esteroides, que
pueden cruzar diversas barreras biologicas como las salivales y las mamarias por difusion
pasiva (Amaral, 2010). Aunque la obtencidon de muestras sanguineas es una técnica comun,
presenta complejidades, especialmente en especies acudticas y durante muestreos
prolongados, pudiendo alterar el comportamiento por el estrés inducido al capturar y sujetar
al animal, lo que incrementa el riesgo de flebitis (Amaral, 2010).

Mantener animales bajo cuidado profesional no solo posibilita la observacion directa de
comportamientos de apareamiento, partos, y la estimacion de la edad reproductiva, sino que
también facilita el adiestramiento para la entrega voluntaria de muestras fisiologicas que
simplifican el estudio de eventos reproductivos (Lanyon et al., 2014). El condicionamiento
operante, en sinergia con tecnologias de monitoreo, permite la determinacion de los ciclos
reproductivos en intervalos temporales definidos (Lanyon et al., 2014). La medicién de
hormonas en heces ofrece ventajas sobre los andlisis sanguineos, ya que reflejan valores
promedio acumulativos a lo largo del tiempo, proporcionando un indicador mas estable y
menos susceptible a variaciones inmediatas comparado con las mediciones directas en
sangre. El avance en estas tecnologias ha facilitado que el estudio fisiologico de grandes
mamiferos se extienda mas alla del muestreo letal (Lanyon et al., 2014).



En consecuencia, la presente tesis busca aplicar dichas tecnologias para cubrir los vacios de
informacion acerca del ciclo estral en hembras del manati antillano (7richechus manatus
manatus). Ademas, identificar si factores como las interacciones sociales, las variaciones
estacionales y los cambios en la temperatura del agua pueden afectar el ciclo estral, lo cual,
es fundamental como punto de partida en la investigacion de las fluctuaciones hormonales
que influyen en la reproduccion. Con base en esto, surge la siguiente pregunta de
investigacion: ;Cudles son los valores de referencia de estradiol y progesterona para hembras
de Trichechus manatus manatus y cudl es la relacion entre dichas hormonas?



VI.OBJETIVOS
6.1. General

Determinar el perfil reproductivo de hembras de la subespecie Trichechus manatus manatus,
para establecer las diferencias asociadas al estadio reproductivo entre puberes y prepuberes,
mediante monitoreo hormonal no invasivo.

6.2. Especificos

1. Estimar las concentraciones de hormonas esteroides (progesterona y estradiol) en el
manati antillano, mediante monitoreos hormonales no invasivos, utilizando muestras
de heces.

2. Determinar si existe correlacion entre las concentraciones de estradiol y progesterona
en las hembras de manati antillano, para interpretar la interaccion de estos esteroides
en el ciclo reproductivo bajo cuidado profesional.

3. Determinar si existen diferencias en las concentraciones hormonales de progesterona
y estradiol entre hembras puberes y prepuberes de manati antillano bajo cuidado
profesional.

4. Determinar el efecto de la temperatura del agua en los valores de hormonas esteroides
de hembras de manati antillano bajo cuidado profesional.

5. Comparar patrones hormonales de estradiol y progesterona entre el manati antillano
y el reportado para otros sirenios como Trichechus manatus latirostris, Trichechus
inunguis, y Dugong dugon.



VII. MATERIALES Y METODOS
7.1. Area de estudio

Esta investigacion se llevo a cabo en el delfinario del Grupo The Dolphin Company, ubicado
en el Estado de Quintana Roo, México, en la localidad de Puerto Aventuras. Latitud
20,500333718580382, Longitud -87,22674910245138. Alli se tuvieron a disposicidon cuatro
hembras que en el momento del muestreo se encontraban entre las edades de dos afios hasta
21 afios (Tabla 1).

Tabla 1. Identificacion y edades de las hembras de manaties muestreadas durante este
estudio.

Ne Identificaciéon Edad (afios) Estado Reproductivo
1 Sasil 2 Prepuber
2 Michellin 4 Prepuber
3 Dorothy 15 Puaber
4 Julieta 21 Puber

Los cuatro ejemplares se encontraban en un habitat semiabierto, donde solo habia hembras,
sin presencia de machos en los alrededores. Los animales tenian una dieta conformada por
papaya, platano, lechuga, e hidroponia que es un germinado de maiz y espinaca. Los
individuos presentaban buen estado de salud con base en los monitoreos periodicos
realizados por el departamento de veterinaria del centro.

7.2. Medicion de la temperatura del agua

En este estudio, se midio la temperatura del agua del héabitat donde se encontraban las
hembras, con el fin de evaluar posibles variaciones significativas. Para esto, se utilizaron
termometros sumergibles de la marca HOBO® Pendant® MX Temp (MX2201). Estos
dispositivos estan disefiados para soportar inmersiones de hasta 30 metros (aproximadamente
100 pies) y estan equipados con tecnologia de conexion y transferencia de datos mediante
Bluetooth Low Energy (BLE), lo que facilita su manejo inaldmbrico. Los termdmetros
presentan una precision de +0,5°C (£0,9°F) y han sido programados para registrar las
temperaturas a lo largo de todo el afio. Las mediciones se llevaron a cabo cada 6 horas en los
siguientes horarios: 5:33, 11:33, 17:33 y 23:33 horas.

La informacion recopilada por estos dispositivos se descargd y procesd a través de la
aplicacion HOBO Onset. Esta metodologia permitié obtener registros detallados y precisos
de las temperaturas del agua durante los periodos de muestreo, para la posterior correlacion
con los datos obtenidos del monitoreo endocrinolégico.

7.3. Obtencion de muestras

El tiempo estimado de paso digestivo del manati de la Florida es de seis a diez dias con un
promedio de siete dias (Larkin et al., 2007), es posible relacionar la fecha de la toma de la



muestra con la actividad hormonal, teniendo en cuenta el tiempo del paso digestivo. Ademas,
el ciclo estral en manati de la Florida tiene una duracion de 42 a 45 dias (Larkin, 2000). Por
lo anterior, para determinar las fluctuaciones diarias en el ciclo, el periodo de muestreo fue
de 45 dias, las cueles fueron recolectadas en el mes de octubre y noviembre del 2022,
asumiendo que este seria el ciclo completo, haciendo una extrapolacion los datos seglin lo
reportado para el manati de la Florida.

Las muestras fueron recolectadas entre 10:00 am y 12:30 pm, estableciendo un
comportamiento de entrega voluntaria de las muestras por condicionamiento operante, como
se observa en la Figura 3. Para la toma de muestras se utilizaron guantes de latex y fueron
depositadas en bolsa whirl pak®. Se tom6 una cantidad aproximada de 5 gramos de heces
directamente del ano de cada ejemplar, evitando su contaminacién con el agua del recinto.
Luego de ser recolectadas, las muestras fueron almacenadas en congelacion a -20° C en el
laboratorio de Dolphin Discovery, Puerto Aventuras, hasta el proceso de extraccion.

Figura 3. Toma de muestras de materia fecal mediante condicionamiento operante. Foto:
créditos Vanessa Bermudez Cardona.

7.4. Proceso de cuantificacion hormonal

El anélisis de las muestras se realizd en el laboratorio de Reproduccion y Endocrinologia de
la Direccion General de Zooldgicos y Conservacion de la Fauna Silvestre, en la Ciudad de
México. Para la cuantificacidon de esteroides, se utilizaron los kits DetectX®, de
inmunoensayo (ELISA) con nimero de catalogo: K025-H1/H5 y K030-H1/HS, los cuales
estan disenados para medir cuantitativamente la presencia de progesterona y estradiol,
respectivamente en muestras extraidas de heces secas. Estos kits ya se han utilizado en
cuantificacion de esteroides en heces de lobo marino de California (Zalophus californianus)
(Morales, 2020) y ballena azul (Balaenoptera musculus) (Valenzuela, 2013). Para la
utilizacion de estos kits se siguieron las instrucciones del fabricante.



7.5. Extraccion esteroides

La metodologia de extraccion se fundamento en los protocolos establecidos por Wasser et al.
(1994), Burgess et al. (2012) y Brown et al. (2004), Sandoval & Sanchez-Espinoza (2024)
pero con adaptaciones especificas para satisfacer las necesidades de esta investigacion. Se
implementaron cambios en la metodologia de secado y en el proceso de agitacion, donde se
empled un equipo de agitacion especializado, adaptandose a la disponibilidad de equipos en
el laboratorio.

El proceso de preparacion de las muestras fecales para su andlisis hormonal incluy6 varias
etapas. Inicialmente, las muestras fueron pesadas y posteriormente secadas en un horno a
temperaturas entre 65 y 75 °C durante un periodo aproximado de 4 horas (Sandoval &
Sanchez-Espinoza, 2024). Paralelamente, se procedio a la preparacion de una solucion al
90% de metanol, la cual se anadi6 a las muestras secas para su re-suspension. Cada muestra,
consistente en 0,3 g de heces secas, se colocd en tubos estériles de borosilicato al que se le
afiadi6 3 ml de la solucion de metanol, manteniendo una proporcion de 1:10 en volumen/masa
(Sandoval & Sanchez-Espinoza, 2024). Los tubos fueron sellados con papel Parafilm y
agitados en vortex durante un minuto, para después ser sometidos a agitacion constante
durante 12 horas, utilizando un agitador para tubos de hematologia, como se observa en la
Figura 4. Tras la agitacion, las muestras fueron centrifugadas por 10 minutos a 3000 RPM.
Finalmente, la solucion libre de residuos se traspas6 a microtubos y se almacend congelada
a -20° C, hasta el momento de su analisis mediante la técnica ELISA, lo que permiti6é una
conservacion optima de las muestras para su posterior estudio.

Figura 4. Proceso de preparacion de extraccion de esteroides a partir de muestras fecales
para andlisis hormonal.

A. preparacion de la muestra para secado en el horno.

B. Proceso de secado en el horno.

C. Equipo de agitacion de hematologia que se empleo para el proceso de agitacion.



7.6. Factor de dilucion de las muestras para la cuantificacion hormonal

Se realizaron dos ensayos preliminares utilizando muestras en diferentes estados: una con
metanol evaporado y otra con metanol en su estado original (sin evaporar). El objetivo
principal en esta etapa fue evaluar y comparar la interaccion de los kits de analisis utilizados
con las muestras en ambas condiciones de solucion, con el fin de determinar si existian
diferencias significativas en su comportamiento.

Los resultados de los ensayos mostraron que no hubo diferencias significativas en la eficacia
de los kits de analisis al interactuar con las muestras en las dos soluciones de metanol. Por lo
anterior, se decidid optar por la utilizacion de la solucién de metanol sin evaporar para la
extraccion de todas las muestras. Antes de iniciar el ensayo para la cuantificacion, las
muestras fueron diluidas 1:10 para progesterona (P4) y 1:5 para estradiol (E2). Los ensayos
se hicieron de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Posterior a esto se procedid a
preparar la curva de estandar de calibracion.

7.6.1. Preparacion de la curva estindar para progesterona (P4) y estradiol (E2)

Para establecer una curva estandar de calibracion (CE), se utilizé la solucion amortiguadora
suministrada con cada kit de ensayo inmunoenzimatico. Para la Progesterona (P4), se
prepararon siete puntos en la curva, utilizando diluciones por duplicado, comenzando en una
concentracion maxima de 3200 ng/ml y una minima de 50 ng/ml, como se muestra en la
Figura 5. En el caso del Estradiol (E2), se configuraron cinco puntos de calibracion, también
con diluciones seriadas cuadruples, partiendo de una concentracion inicial de 10000 ng/ml y
una minima de 39,06 ng/ml, representados en la Figura 6.
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Figura 5. Esquema para la preparacion para la curva estandar de calibracion (CE) para
Progesterona (P4).
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Figura 6. Esquema para la preparacion para la curva estandar de calibracion (CE) para
Estradiol (E2).



7.7. Ensayos inmunoenzimaticos para la cuantificacion de hormonas
esteroideas

Para la cuantificacion de progesterona (P4) y estradiol (E2), se empled una placa de tiras de
96 pocillos, conservada a 4 °C hasta su uso. El procedimiento comenz6 con la adicion de la
solucion buffer de union no especifica (UNE). Luego, se agrego la solucion buffer de union
maxima (B0). Posteriormente, se agrego la curva estdndar de calibracion (CE), todo por
duplicado como se observa en la Figura 7. Finalmente, se agregaron las muestras,
excluyendo los pozos UNE como se observa en la Figura 8.

La placa se agitdé suavemente y se cubrid con tapa autoadherente para incubar a temperatura
ambiente durante 2 horas. Posteriormente, se aspiraron las soluciones de los pocillos y se
procedid a lavarlos tres veces con 300 pL de solucion de lavado. Después, se escurrio la placa
en toallas limpias y absorbentes, se afiadieron 100 pL del sustrato tetrametilbenzidina TMB
a cada pozo, y se dejo en incubacion sin agitar a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Para finalizar el proceso, se agregaron 50 pL de la solucién de parada a cada pozo. La
densidad optica generada se leyo con un lector de placas con una longitud de onda de 450
nm, utilizando un equipo ELX880 Ridasoft win R-Biopharm con un software Ridawin para
la interpretacion de los datos.

Figura 7. Esquema representativo placa de tiras de 96 pocillos donde se ubican: la uniéon no
especifica (UNE), solucion de uniéon maxima (BO), la curva estandar de calibracion (CE) y
las muestras (M) para posteriormente ser leidas por el lector de placas y determinar las
concentraciones de progesterona (P4) y estradiol (E2).
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7.7.1. Validacion de los ensayos inmunoenzimaticos para las hormonas esteroideas

La prueba de validacion inicialmente consistié en comparar la dilucion trabajo, la dilucion
de los extractos contra la curva estandar, lo que indicé que el anticuerpo receptor se estaba
uniendo adecuadamente a los metabolitos fecales a través de un rango de concentracion
(IAEA, 1984). Para progesterona y estradiol se corrobor6 un porcentaje cercano del 50% de
la unidn en relacion a la curva de estandar de calibracion.



7.7.2. Variacion de ensayo

Este método posibilita la evaluacion de la exactitud del analisis. El coeficiente de variacion
intra-ensayo e inter-ensayo no debe ser mayor al 15% como reporta Brown et al., (2004).

7.7.3. Prueba de especificidad

Los valores de especificidad para P4 determinados por el fabricante se encuentran reflejados
en la Tabla 2 y los determinados para E2 se encuentran reflejados en la Tabla 3.

Tabla 2. Valores de especificidad del kit de inmunoensayo (ELISA) con numero de
catalogo: K025-H1/HS5 reportada por el fabricante

Esteroide Especificidad (%)

Progesterona 100%
3B-Hidroxi-progesterona 172%
3a-Hidroxi-progesterone 188%
11B-Hidroxi-progesterona 2,7%
1 1a-Hidroxi-progesterona 147%
Sa-Dihidroprogesterona 7,0%
Pregnenolona 5,9%

Tabla 3. Valores de especificidad del kit de inmunoensayo (ELISA) con numero de
catalogo K030-H1/H5

Esteroide Especificidad (%)
17 B-Estradiol 100%
Estrona 0,78%
17a-Estradiol 0,22%
17a- Etinilestradiol 0,11%




7.8. Analisis estadisticos:

Para el andlisis estadistico de los datos recolectados en esta investigacion, se utilizé el
software R en su version 4.3.0. Las correlaciones de Spearman y Kendall se aplicaron para
manejar datos no paramétricos. Para el andlisis de la medicion de las hormonas entre estadios
reproductivos (prepuberes vs. puberes), se realizaron las comparaciones un total de 100
veces, utilizando el niimero minimo comun de mediciones del individuo identificado como
Michellin (n=16). Este proceso se llevo a cabo mediante submuestreo aleatorio. Ademas,
para evaluar las diferencias entre las concentraciones de progesterona y estradiol entre los
individuos estudiados, se emple6 el método estadistico Skillings-Mack a través del paquete
R "Skillings-Mack 1.10", el cual es util en disefios de bloques con datos faltantes de forma
arbitraria, como detallan Skillings y Mack (1981).



VIII. RESULTADOS

En este estudio el tiempo de monitoreo fue de 45 dias. Sin embargo, en algunos dias los
animales no entregaron muestra fecal, en consecuencia, no se obtuvieron la misma cantidad
de muestras por animal. Por lo cual, se obtuvieron un total de 88 muestras como se observa
en la (Tabla 4) discriminado por cada animal muestreado.

Tabla 4. Cantidad de muestras fecales recolectadas por cada hembra de manati antillano.

Identificacion Numero de muestras
recolectadas
Sasil 24
Michellin 16
Dorothy 28
Julieta 20

En este estudio, se observo que la variacion intra-ensayo para la progesterona (P4) tuvo un
promedio de 9,8%, mientras que para el estradiol (E2) fue de 10,75% Ademas, se registraron
variaciones inter-ensayo, con un porcentaje de 16,3% para progesterona (P4) y de 19,3% para
estradiol (E2).

Para este estudio, el porcentaje de sensibilidad de union minimo fue de 52,9 ng/ml para
progesterona (P4) y 26,5 ng/ml para estradiol (E2), valores suministrados por el fabricante.

Por otra parte, el porcentaje de unién para la cuantificacion de progesterona (P4) fue de
34,1% y méaximo de 68,8%, y para estradiol (E2) fue de 35% y el maximo de 70%.

Las concentraciones minimas de progesterona fueron de 109,9 ng/g, mientras que las
maximas registraron valores de hasta 334,3 ng/g. En lo que respecta al estradiol, las
concentraciones minimas observadas fueron de 12,2 ng/g, y las maximas alcanzaron los 90,9
ng/g (Tabla 5).

En vista de que los datos presentados en la Figura 10 no cumplen con la suposicion de
normalidad, se procedio a aplicar pruebas estadisticas no paramétricas que permitieran la
evaluacion de la correlacion entre las concentraciones de Progesterona y Estradiol. A partir
de las pruebas de correlacion de Spearman (p = 0,122, p-value = 0,254) y Kendall (t = 0,084,
p-value = 0,245) se evidencid que no existe una correlacion estadisticamente significativa
entre las concentraciones de Progesterona y Estradiol entre los individuos analizados.

Del mismo modo, no se evidencié una correlacion significativa entre la concentracion de
ambas hormonas entre las hembras prepuberes y puberes (Tabla 6). Debido a que cada
hembra tiene un niimero diferente de datos, los valores presentados corresponden al valor
promedio de 100 réplicas aleatorias usando un minimo nimero comun de datos (n = 16). Para
corroborar si dentro de estos datos tomados aleatorios se presentaban un porcentaje
significativo de correlacion se realizaron unas graficas de densidad de Kernel (Figura 9),
dando como resultado, el mayor numero de datos con un p-valor mayor a 0,05. Por lo anterior,



se mantiene que no se encuentra correlacion significativa entre las concentraciones de dichas

hormonas.

Tabla 5. Concentraciones hormonales de progesterona (P4) y estradiol (E2), valores
maximos y minimos de cada ejemplar estudiado. Los valores maximos y minimos en el
conjunto de individuos se encuentran sefialados en el recuadro rojo.

HORMONA P4 HORMONA E2
ID . .
Media .0 Min SD Media .o Min SD
(ng/g) (ng/g)
JULIETA 205,6 13343 150,6 39,2 532 85,8 18,6 15,9
DOROTHY | 1757 256,6 126,4 32,9 48,1 79,2 16,2 16,6
;ﬂCHELI 170,0 236 120.4 337 49.9 86,8 27 15.6
SASIL 174,2 2843 1099 40,8 50,0 17,4

Tabla 6. Comparacion por pares entre las correlaciones (p = Spearman y T = Kendall)
hormonales de las hembras prepuberes (Sasil y Michelin) y puberes (Dorothy y Julieta).

- HORMONA P4 HORMONA E2

Sasil Michelin Sasil Michelin

p=<0,01 0= 0,030 0=0,016 0= 0,00
(0,477) (0,503) (0,519) (0,471)

DOROTHY 1=<0,01 1= 0,025 1=0,014 1= 0,007
(0,465) 0,511) (0,519) (0,461)

p=-0,021 p=0,027 0 =-0,026 p=-0,016
(0,481) (0,487) (0,517) 0,512)

JULIETA 1=-0.017 1= 0,021 1= -0,020 t=-0,011
(0,451) (0,434) (0,517) (0,502)
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Figura 9. Graficas de densidad de Kernel: se presentan para las 100 pseudoreplicas de las
pruebas de correlacion. Las curvas en azul corresponden a Spearman y las curvas en rojo a
Kendall. El eje x muestra la distribucion de frecuencia de los valores p.
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Figura 10. Distribucion de datos de densidad de Estradiol y Progesterona en hembras de
manati antillano bajo cuidado profesional. Se observa que los valores de densidad de
Estradiol se organizan de manera levemente asimétrica, mientras que los de Progesterona
presentan una leve asimetria a la derecha, por lo cual, no cumplen con el supuesto de
normalidad.

Por otra parte, en la Figura 11 se observa que no hay diferencias significativas en las medias
de las concentraciones de los esteroides evaluados entre individuos. Lo anterior, se encuentra
soportado por el estadistico de Skillings-Mackin, para progesterona (P4) (p-value =
0,103123, d.f = 34, para 10000 repeticiones) y estradiol (E2) (p-value = 0,276130, d.f = 34,
para 10000 repeticiones). Sin embargo, se observan unos cuantos valores atipicos para los
individuos Julieta y Sasil en progesterona (P4) y Michelin y Sasil en estradiol (E2), lo cual
puede deberse a factores externos.
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Figura 11. En el Box-plot se observa que no hay una posible diferencia significativa en las
medias de las concentraciones de los esteroides evaluados entre individuos en hembras de
manati antillano bajo cuidado profesional.



Los resultados en la prueba correlacion (p = Spearman y T = Kendall) indicaron que no hay
evidencia de que los niveles hormonales se relacionen a nivel individual. A partir de los
patrones obtenidos, se observo una fase estrogénica y una fase progestacional, caracterizadas
por una relacion inversamente proporcional entre las dos hormonas.

Esto indica una interaccion regulatoria compleja entre la progesterona y el estradiol,
sugiriendo un mecanismo de regulacion intrinseco al ciclo estral (Figura 12). No obstante,
los valores de correlacion presentados en la Tabla 7 no mostraron significancia.

Tabla 7. Coeficientes de correlacion (p = Spearman y t = Kendall) entre 1la hormona P4 y
E2 para cada individuo.

Individuo Coeficientes

=0,343 (0,139
Julieta P ( )
t=10,197 (0,229)

=0,108 (0,583

Dorothy P ( )
t=0,070 (0,607)

=-0,159 (0,556
Michelin P ( )
t=-0,127 (0,498)

p=0,175(0,414)

Sasil

7=0,095 (0,519)
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Figura 12. Representacion grafica de los patrones hormonales de progesterona (P4) y
estradiol (E2) en hembras puberes (Julieta y Dorothy) y prepuberes (Michellin y Sasil).



IX.DISCUSION
9.1. Monitoreo hormonal no invasivo

Las determinaciones de las concentraciones hormonales en los manaties se han realizado
tradicionalmente en plasma o suero sanguineo (Brammer-Robbins et al., 2023, Tighe et al.,
2016 y Ortiz et al., 2000). No obstante, la recoleccion de sangre implica manipulacion directa
e invasiva de los animales lo cual, en el caso de especies silvestres, conlleva procedimientos
de captura y manejo costosos y estresantes (Amaral et al., 2013). Incluso, en situaciones
donde los manaties en cautiverio estan entrenados para la recoleccion de sangre, la frecuente
manipulacion puede acarrear problemas como flebitis (Amaral et al., 2009; Amaral, 2010).
Ademas, representan un obsticulo para el monitoreo hormonal contintio requerido en
estudios longitudinales, como aquellos enfocados en ciclos estrales.

El analisis de los metabolitos esteroidales urinarios y/o fecales puede ser potencialmente util
en la evaluacion del ciclo estral (Larkin, 2000 y Horikoshi, 2004), la gestacién (Burgess et
al., 2012), madurez sexual (Lanyon & Burgess 2014), el comportamiento reproductivo y los
patrones estacionales (Morales-Vela et al., 2000) en una amplia gama de especies de
mamiferos. Los ensayos inmunoldgicos que utilizan anticuerpos especificos para estrogenos
o0 anticuerpos contra estrogenos totales no conjugados se han mostrado especialmente fiables
ejemplos de ellos son las especies cuya placenta es una fuente significativa de estrogenos
(Schwarzenberger et al., 1996).

En este estudio se ha logrado, por primera vez, aplicar con éxito la evaluacion endocrina
mediante andlisis de muestras fecales en hembras de manati antillano bajo cuidado
profesional. Se empleo la técnica de inmunoensayo enzimatico (ELISA) utilizando un kit
comercial de la marca DetectX®, que demostro ser eficiente y facil de manejar durante el
proceso de extraccion. Los resultados obtenidos en las concentraciones hormonales fueron
muy especificos, estableciendo valores de referencia para estradiol y progesterona. Aunque
técnicas como el radioinmunoandlisis (RIA) pueden ofrecer mayor especificidad y precision,
el ELISA es preferido debido a su menor impacto ambiental y requisitos menos estrictos en
términos de manejo de residuos y capacitacion especializada necesaria para su ejecucion.
Este avance metodoldgico no solo proporciona una base solida para futuras investigaciones,
sino que también apoya la gestion endocrinologica orientada a la conservacion de estos
mamiferos marinos, tanto en cautiverio como en su habitat natural.

Un aspecto crucial de la recoleccion de muestras fue la minimizacion del estrés en los
manaties. Para ello, se emple6 el condicionamiento operante con refuerzo positivo,
facilitando asi la entrega voluntaria de las heces por parte de los animales. Esta aproximacion
permitid recolectar las muestras directamente de los ejemplares, lo que redujo
significativamente las posibilidades de contaminacion entre individuos o del agua. Esta
técnica de recoleccidon no invasiva posibilita la realizacion de monitoreos a largo plazo,
disminuyendo la manipulacion directa de los manaties y evitando practicas que requieran su
contencion o extraccion del agua.

Los resultados obtenidos mediante este método han demostrado ser confiables, como han
reportado previamente otros autores en estudios similares (Larkin ,2000; Horikoshi, 2004;



Burgess et al., 2012; Burgess et al., 2013 y Amaral, 2010). La capacidad de obtener datos
hormonales precisos con un impacto minimo en el bienestar de los animales subraya el valor
de este enfoque para el estudio continuo y la conservacion efectiva de los manaties antillanos
bajo cuidado humano.

Se sabe que, aunque los niveles de progesterona en sangre en manati de la Florida son
reducidos, resultan ser adecuados para sostener la gestacion (Tripp et al., 2009). Esto indica
una utilizacion altamente eficiente de la progesterona (P4) por parte de los manaties, lo cual
resultaria en una presencia minima de progestinas libres en la circulacion periférica. En la
Tabla 8 se exponen los valores de referencia de concentraciones de metabolitos esteroides
reportados en investigaciones anteriores sobre manaties bajo cuidado profesional. Sin
embargo, es importante advertir que no es posible hacer una comparacion directa de
concentraciones hormonales entre distintas especies y subespecies del orden Sirenia, debido
a las variaciones en las matrices de muestreo y en las técnicas de extraccion utilizadas en
cada estudio. A pesar de las limitaciones inherentes a los métodos usados, es factible analizar
los patrones ciclicos en la fluctuacion de los metabolitos hormonales a lo largo de los
periodos de muestreo. En general, los resultados indican que en los sirenios se presenta una
relacion inversamente proporcional entre las hormonas progesterona (P4) y estradiol (E2).

Cabe destacar que los niveles de ambas hormonas en sirenios son considerablemente mas
bajos en comparacion con otras especies de mamiferos. Por ejemplo, en los elefantes se han
documentado concentraciones hormonales bajas y fases luteas prolongadas, con periodos de
hasta 10 semanas de aumento en las concentraciones de progesterona entre las fases
foliculares y el estro, (Comizzoli et al., 2019; Larkin, 2000 y Horikoshi, 2004). Este contraste
en los niveles hormonales y la duracion de las fases luteas entre sirenios y otros mamiferos
grandes como los elefantes resalta las diferencias significativas en los mecanismos de
regulacion endocrina y reproductiva entre estas especies.

Tabla 8. Concentraciones hormonales de Sirenias en diferentes matrices de monitoreo.

Valores de referencia Sirenia
Especie Concentracion de Progesterona Concentracion de Estradiol
(P4) (E2) Matriz Referencia
Max Min Max Min
Dugong 1,94 ng/mgCr | 0,01 ng/mgCr 0,9 ng/mgCr 23,7 pg/mg Orina Wakai et al., 2002
dugon ’ ’ ’ Cr >

Trichechus | ¢; g9 po/ml. | 2,84 pg/mL 19,64 pg/ml 426 pg/ml | Saliva | Amaraletal., 2013

inunguis

latirostris 102,66 ng/g 5,06 ng/g 128,19 ng/g 5,00 ng/g Heces Horikoshi, 2004
—— 3343 ng/g 109,9 ng/g 90,9 ng/g 12,2 ng/g Heces Este estudio




9.2. Madurez sexual

Durante esta investigacion se contd con datos preexistentes sobre la edad y estado médico de
las manaties estudiadas. Sin embargo, a través del analisis de las concentraciones de
progesterona (P4) y estradiol (E2), no fue posible identificar diferencias fisiologicas entre
individuos puberes y prepuberes. Este escenario es consistente con las observaciones de
Larkin (2000) y Horikoshi (2004), quienes también reportaron una amplia variabilidad en las
concentraciones hormonales entre hembras de manati de la Florida de diferentes edades, y
en algunos casos, niveles tan bajos que no fueron detectables por radioinmunoensayo (RIA).

En este estudio se observd que Sasil, una hembra prepuber de dos afios, presentaba niveles
fluctuantes de estradiol (E2), generalmente altos en comparacion con las hembras adultas, lo
que sugiere que podria estar iniciando su pubertad. Lo anterior, es consistente con el estudio
de Burgess et al. (2013) quienes reportaron que los niveles de estradiol (E2) en una hembra
de dos afios mostraron una tendencia general al aumento. A los tres afios, las concentraciones
basales de estradiol (E2) superaron los niveles registrados en todas las hembras de dugongos
silvestres, independientemente de su tamafio corporal o estado reproductivo. A partir de estos

hallazgos, se pudo inferir que esta hembra alcanzé la madurez sexual a los cinco afios de
edad.

Las concentraciones hormonales resultaron similares entre los distintos individuos. Esta falta
de variacion significativa podria estar influenciada por multiples factores. Para establecer
esta relacion de manera concluyente, se requieren estudios mas extensos que permitan
registrar una ventana de tiempo mas amplia y que incluyan muestreos diarios, asi como un
numero mayor de individuos. Asi mismo, estos estudios se deben complementar con analisis
citoldgicos vaginales, ecografias y evaluaciones etologicas (Larkin, 2000; Horikoshi, 2004;
Morales-Vela et al., 2000; Biancani et al., 2009).

9.3. Fisiologia reproductiva y comportamiento

A partir de los datos recolectados, se observo una fase estrogénica y una fase progestacional,
caracterizadas por una relacion inversamente proporcional entre las dos hormonas. Esto
indica una interaccion regulatoria compleja entre la progesterona y el estradiol, sugiriendo
un mecanismo de regulacidon intrinseco al ciclo estral. Estos resultados resaltan la
complejidad de interpretar los perfiles hormonales en manaties y la necesidad de integrar
multiples indicadores para una evaluacion mdas precisa de su estado fisioldgico y
reproductivo. Ademads, los hallazgos enfatizan la importancia de contemplar factores
ambientales, asi como las condiciones de manejo, en la fisiologia reproductiva de sirenios, y
destacan la variabilidad intrinseca en la maduracion sexual dentro de este grupo de mamiferos
marinos. Por lo tanto, es necesario considerar tantos factores genéticos, como ambientales,
al estudiar y gestionar la reproduccion, asi como, la conservacion de estas especies.

Aunque las mediciones de las concentraciones hormonales no revelaron diferencias
significativas entre hembras prepuberes y puberes en términos de progesterona (P4) y
estradiol (E2), los individuos analizados mostraron patrones similares. Lo anterior sugiere
una actividad endocrina con fases estrogénicas y progestacionales detectadas. Sin embargo,



no se puede determinar si estaban concluyendo o comenzando un nuevo ciclo estral. Es
posible que las hembras estuvieran en una fase anestral durante el periodo de muestreo,
debido a la ausencia de signos evidentes de estro, como cambios de comportamiento,
exposicion del clitoris o receptividad. Esta condicion podria estar influenciada por variables
externas, como el grupo social, incluyendo la temporada del afio en que se realizo el
muestreo.

9.4. Estacionalidad reproductiva

Los estudios de Best (1982) y Castelblanco-Martinez et al (2009a) mencionan la naturaleza
estacional de los comportamientos reproductivos de los manaties. En este estudio, se
determind una temperatura promedio de 29 °C, sin descensos inferiores a 28 °C ni ascensos
superiores a 30 °C. Por lo tanto, la temperatura del agua no parece estar asociada a los eventos
reproductivos en este estudio. Sin embargo, en otros mamiferos marinos como Zalophus
californianus, se ha observado que las concentraciones de progesterona en heces aumentan
cuando el fotoperiodo se acorta en octubre y febrero (Morales-Vela et al., 2000), sugiriendo
que esta variable deberia considerarse.

Amaral et al. (2015) reportaron, concentraciones de progesterona salival en Trichechus
inunguis mas elevadas durante los meses de marzo a junio en comparacion con el periodo de
septiembre a noviembre. En paralelo, el estradiol alcanzé valores méaximos en el mismo
intervalo de marzo a junio. Es importante recalcar que, este estudio se basé en la saliva como
matriz para el monitoreo hormonal, lo que intrinsecamente limita la posibilidad de comparar
estos resultados con los obtenidos a través de otras matrices, ya que distintos tipos de
muestras pueden reflejar diferencias significativas en las concentraciones hormonales. Sin
embargo, es posible realizar comparaciones en los perfiles hormales. Horikoshi (2004)
realizd observaciones en Trichechus manatus latirostris, identificando que su temporada
reproductiva se concentra en el verano, aunque se reportaron niveles de progesterona
relativamente bajos durante la primavera y mas elevados en el invierno y el verano. Este
ultimo periodo coincididé con un aumento en la cantidad de fases lateas. Estos hallazgos
sugieren que el manati de Florida, al menos en condiciones de cautiverio, no sigue un patrén
reproductivo estacional estricto. Este resultado contrasta con los descubrimientos de Larkin
(2000), quien registrd variaciones estacionales en las hormonas reproductivas de los
manaties, con niveles mas altos durante la primavera y el otofio, basandose en un estudio
realizado en 1996 con doce hembras en cautiverio en Estados Unidos.

Ademas, estudios en manaties de la Florida bajo cuidado profesional han descartado la
estacionalidad reproductiva, ya que los niveles de progesterona fueron bajos en primavera 'y
muy altos durante el invierno y el verano, lo que indica que no hay un patrén estacional en
cautiverio (Larkin, 2000; Horikoshi, 2004). Para establecer definitivamente la existencia de
un patron estacional, seria necesario realizar un monitoreo a lo largo de un afio completo que
permita evaluar todas las estaciones del afo y determinar si esta subespecie sigue una
dindmica similar a las ya reportadas.



9.5. Otros factores asociados a la reproduccion

En este estudio, las hembras estaban agrupadas en un ambiente exclusivamente femenino
durante un periodo extenso. Esta dindmica podria ser un elemento critico en la modulacién
del ciclo estral. Es importante considerar que la ausencia de machos, y por ende, la falta de
estimulo copulatorio y de exposicion a feromonas masculinas, haya contribuido a la no
manifestacion de signos de estro (Poole, 1985). En otras especies la presencia de machos
puede ser un factor inductor de la ovulacion (Larkin, 2000). En muchas especies, la orina
puede contener secreciones olorosas que transmiten mensajes dentro de un grupo social. Este

es un método comun por el cual las hembras de los mamiferos sefalan que estan en celo
(Poole, 1985).

En este grupo de hembras manati antillano, las dos adultas previamente han demostrado
ciclos estrales efectivos y capacidad reproductiva confirmada por partos anteriores, lo que
indica una funcion reproductiva normal al momento del muestreo. En contraste, las hembras
prepuberes no habian tenido contacto con machos, una situacion que puede repercutir
significativamente en la activacion o retraso de su ciclo reproductivo. Esta ausencia de
interaccion directa con machos plantea preguntas sobre el impacto de la dinamica social y
las sefiales reproductivas en la regulacion del ciclo estral en Trichechus manatus manatus,
subrayando la necesidad de investigar mas sobre como la interaccion entre los sexos influye
en la fisiologia reproductiva del ciclo estral en Trichechus manatus manatus.

9.6. Duracion del ciclo estral

La descripcion y la duracion del ciclo estral de las cuatro hembras de manati antillano
analizadas no pudo determinarse debido a que el tiempo de muestreo fue insuficiente.
Ademas, las muestras fueron recolectadas de manera irregular, ya que en algunos dias los
animales mostraron comportamientos poco receptivos durante la recoleccion y en ocasiones
no se disponia de heces. Esto ocasion6 huecos en los perfiles hormonales. Se recomienda
realizar monitoreos mas prolongados con recolecciones dia por medio, con una duracion
minima de un afio, para poder replicar varias veces el patron hormonal. De esta manera, se
podria determinar la cantidad de picos de progesterona (P4) y estradiol (E2) que se presentan
durante el ciclo estral, la duracion del mismo, asi como los efectos ocasionados por la
estacion del afio.

Larkin (2000) y Horikoshi (2004) reportaron que la duracion del estro en Trichechus manatus
latirostris oscila entre 28 y 42 dias, basandose en anélisis de muestras fecales. En una linea
similar, Wakai et al. (2002) informaron que el ciclo estral en Dugong dugon tiene una
duracion promedio de 53,6 dias, utilizando como indicadores los picos de progesterona en
muestras urinarias. Amaral et al. (2013) encontraron que el ciclo estral del Trichechus
inunguis varia entre 42 y 48 dias, con un promedio de 44,67 dias, a través del monitoreo
salival. Es importante reconocer que las discrepancias entre los resultados de estos estudios
podrian deberse al uso de diferentes matrices de monitoreo hormonal.

Larkin (2000) y Horikoshi (2004) documentaron 34 incrementos en los niveles de estradiol
en 11 de 12 hembras analizadas, donde 15 de estos picos estuvieron seguidos por



concentraciones de progesterona inferiores al 40% del rango total. Estos datos sugieren que
alrededor de un tercio de los incrementos en estradiol podrian estar asociados con
subsecuentes aumentos en la progesterona, con periodos de aproximadamente dos semanas
o mas. Amaral et al., (2013) en su estudio también reportaron que en los picos de estradiol
se observaban niveles basales de progesterona en el manati amazonico. Por lo cual Larkin
(2000) propuso que los picos pueden ser importantes en el comportamiento reproductivo y
la atraccion masculina.



X. CONCLUSIONES

Los hallazgos de esta investigacion constituyen un valioso punto de partida para
establecer los niveles de referencia en cuanto a las concentraciones de esteroides
fecales en manaties antillanos, sentando asi las bases para futuros estudios enfocados
en el ciclo reproductivo de las hembras de esta subespecie.

El uso de kits comerciales de la marca DetectX® inmunoenzimaticos (ELISA), resultd
ser util para la cuantificacion de esteroides, en este caso P4 y E2 en heces manaties
antillanos bajo cuidado profesional.

Las concentraciones de P4 y E2 analizadas no evidenciaron una relacion directa a
nivel individual, sin embargo, lo que sugiere, un patrén inversamente proporcional
entre ambas hormonas: a mayores niveles de progesterona corresponden menores
concentraciones de estradiol, y viceversa.

Las concentraciones hormonales de P4 y E2 cuantificadas en este estudio, presentaron
un patrén similar entre hembras puberes y prepuberes, dificultando observar una
diferencia entre ambos estadios reproductivos. Por lo anterior, se sugiere que los
animales muestreados podrian estar en una fase aciclica debido a factores externos.

Los patrones hormonales observados en este estudio muestran una correspondencia
con hallazgos previamente reportados por otros investigadores en estudios sobre el
orden Sirenia. Se sugiere que existen similitudes en los perfiles de P4 y E2, dado que
se observan coincidencias en las fluctuaciones de estas hormonas, sugiriendo que se
produciran varios picos de E2 antes de que inicie la fase lutea.
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ANEXOS

Tabla suplementaria 1 Concentraciones metabolitos hormonales de E2 en heces ng/g en
hembras de manati Trichechus manatus manatus bajo cuidado profesional.

Fecha Sasil Dorothy Michelin Julieta
14/10/22 53 47.1 -
15/10/22 - - - 322
16/10/22 - - -
17/10/22 - 32 - 73.1
18/10/22 - - -
19/10/22 - 24.6 - -
20/10/22 50.6 16.2 71.4 -
21/10/22 - 24.8 - -
22/10/22 40.9 - - -
23/10/22 - - - -
24/10/22 - 41.2 65 -
25/10/22 90.9 42.6 85.8 -
26/10/22 - 41.9 66 51.8
27/10/22 - 443 - -
28/10/22 70.3 40 42.2 -
29/10/22 19.3 - 47.1 46.8
30/10/22 - - - -
31/10/22 41.6 - - -
1/11/22 46.4 21.6 26.1 38.1
2/11/22 - - - -
3/11/22 - 39.3 43.9 47.1
4/11/22 62 39 - 30.7
5/11/22 - - 70.9 27
6/11/22 59.6 443 66.5 -
7/11/22 - - - -
8/11/22 47.9 66 - 47.2
9/11/22 67 63 57.3 66
10/11/22 - - - -
11/11/22 - 53.4 18.6 -
12/11/22 56 79.2 49 57.7
13/11/22 48.6 51.4 41.9 -
14/11/22 - 38.1 - -
15/11/22 49 55.1 41.9 -




16/11/22
17/11/22
18/11/22
19/11/22
20/11/22
21/11/22
22/11/22
23/11/22
24/11/22
25/11/22
26/11/22
27/11/22
28/11/22

41.9

16.9
63.5
66
422
59.6
50.6

12.2
43.2

71.3

75.5
64
64

53.8

61
46.8

43.9

60.1

53

55.1

58.7

50.8
86.8
49.6



Tabla suplementaria 2 Concentraciones de metabolitos esteroidales de P4 en heces ng/g
en hembras de manati Trichechus manatus manatus bajo cuidado profesional.

Fecha Sasil Dorothy Michelin Julieta
14/10/22 170.4 140.7 - -
15/10/22 - - 200.7 -
16/10/22 - - - -
17/10/22 - 172.1 167.3 -
18/10/22 - - - -
19/10/22 - 126.4 - -
20/10/22 180.4 134.1 - 236.1
21/10/22 - 159.5 - -
22/10/22 164.1 - - -
23/10/22 - - - -
24/10/22 - 198 - 201.7
25/10/22 233.9 203.6 - 203.6
26/10/22 - 170.4 236 221.3
27/10/22 - 240.5 - -
28/10/22 284.3 139.4 - 187.2
29/10/22 231.8 - 223.4 245
30/10/22 - - - -
31/10/22 144.9 - - -
1/11/22 158 164.1 167.3 155
2/11/22 - - - -
3/11/22 - 256.6 152.5 217.3
4/11/22 132.8 159.5 130.4 -
5/11/22 - - 176.2 196.2
6/11/22 150.6 170.4 - 196.2
7/11/22 - - - -
8/11/22 140.7 153.5 176.2 -
9/11/22 173.7 134.1 130.4 3343
10/11/22 - - - -
11/11/22 - 156.5 - 194.4
12/11/22 149.1 132.8 120.4 172.1
13/11/22 127.6 199.9 - 190.8
14/11/22 - 182.1 - 201.7
15/11/22 207.4 2133 - -
16/11/22 231.8 203.6 134.4 225.5
17/11/22 - - - -




18/11/22
19/11/22
20/11/22
21/11/22
22/11/22
23/11/22
24/11/22
25/11/22
26/11/22
27/11/22
28/11/22

155
146.3
189
109.9
172.1
155

161
2113

167.2
192.6
189

153.5

203.6
203.6

165.1
198.1
150.4

203.6

150.6

164.1

2153



Tabla suplementaria 3 Temperatura del agua mes de octubre, locacion Puerto Aventuras,
estado de Quintana Roo — México lugar donde se llevod a cabo el estudio

Temperatura < 30 °C Puerto Aventuras

Fecha/Hora 05:33 11:33 17:33 23:33
01/10/2022 29.81 30.33 30.67 30.2
02/10/2022 30.11 30.28 30.54 29.81
03/10/2022 29.86 30.28 30.33 29.9
04/10/2022 30.24 30.59 30.59 30.2
05/10/2022 30.28 30.33 30.37 30.16
13/10/2022 29.3 29.81 30.33 30.16
14/10/2022 29.64 30.07 30.33 30.07
15/10/2022 29.73 29.77 30.03 29.98
16/10/2022 29.6 29.6 30.07 30.07
17/10/2022 29.56 29.3 29.38 29.43
18/10/2022 29.38 29.94 29.73 29.47
19/10/2022 29.34 29.77 29.64 29.47
20/10/2022 29.51 29.6 29.6 29.43
21/10/2022 29.43 29.43 29.47 29.08
22/10/2022 29.08 29.26 29.51 29.13
23/10/2022 28.78 29.38 29.6 29.34
24/10/2022 29 29.38 29.51 29.34
25/10/2022 28.87 29.56 29.51 29.43
26/10/2022 29.08 29.56 29.73
27/10/2022 28.95 29.81 29.81 29.64
28/10/2022 29.13 29.6 29.73 29.6
29/10/2022 29.17 29.47 29.64 29
30/10/2022 28.87 29.73 29.47 28.91
31/10/2022 29.13 29.64 30.03 29.13

Temperatura promedio: 29.67



Tabla suplementaria 4 Temperatura del agua mes de noviembre, locacién Puerto

Aventuras, estado de Quintana Roo — México lugar donde se llevo a cabo el estudio

Temperatura < 30 °C Puerto Aventuras

Fecha/Hora
1/11/22
2/11/22
3/11/22
4/11/22
5/11/22
6/11/22
7/11/22
8/11/22
9/11/22
10/11/22
11/11/22
12/11/22
13/11/22
14/11/22
15/11/22
16/11/22
17/11/22
18/11/22
19/11/22

20/11/22
21/11/22
22/11/22
23/11/22
24/11/22
25/11/22
26/11/22
27/11/22
28/11/22
29/11/22

5:33
29.3
29.26
28.87
28.74
28.74
28.74
28.74
28.61
28.87
28.74
28.74
28.74
28.74
28.61
28.57
29.21
29.13
29.08
28.95
28.87
28.95
28.78
29.21
29.13
29.08
28.95
28.87
28.95
28.78

Temperatura promedio: 29.12

11:33
29.64
29.04
29
29.08
29.08
29.34
29.38
29.26
29
29.08
29.08
29.34
29.38
29.26
29.13
29.43
29.17
28.95
29.08
29.21
29.3
29.34
29.43
29.17
28.95
29.08
29.21
29.3
29.34

17:33
29.9
28.83
29
29.21
29.43
29.43
29.3
29.13
29
29.21
29.43
29.43
29.3
29.13
29.43
29.68
29.43
29.3
29.34
28.47
29.47
29.43
29.68
29.43
29.3
29.34
28.47
29.47
29.43

23:33
29
28.83
28.83
28.78
29.13
29.26
29.08
29
28.83
28.78
29.13
29.26
29.08
29
29.34
29.26
29
28.95
29
29.26
29.34
29.43
29.26
29
28.95
29
29.26
29.34
29.43
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