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Resumen

La tortuga marina Lepidochelys olivacea, se encuentra en la categoria de riesgo
segun la Norma Oficial Mexicana (NOM-059-SEMARNAT-2010). Con el fin de
mantener estables sus poblaciones, se han implementado medidas de
conservacion. La principal, llevada a cabo en medio terrestre, implica el traslado de
huevos recién ovipositados en sus nidos (NN), a nidos de vivero, hechos por el
hombre (NHH). Recientemente, fue reportada la existencia de estrés cronico en L.
olivhcea durante el desarrollo embrionario en NH, incremento en los niveles de
glucocorticoides y la desregulacion del eje Hipotalamico-Pituitaria-Interrenal (HPI),
con efectos sobre eje Hipotaldmico-Pituitario-Gonadal (HPG). Herrera-Vargas et al.,
(2017), observo, que al momento de la emergencia las génadas masculinas de la
tortuga Golfina presentan bajo peso testicular, asi como menor densidad de células
epiteliales en los cordones seminiferos. Esto en concordancia con trabajos que
reportan el efecto negativo del estrés en el indice gonadosomatico y la fertilidad en
edad adulta de los individuos Dado lo anterior y por la importancia del estatus de
riesgo de la especie, es importante aportar informacion sobre el efecto que la
incubacion en NH tiene en la formacién de las génadas durante el desarrollo
embrionario en Lepidochelys olivacea. En particular, el presente trabajo se planted,
evaluar el efecto de la incubacibn en NH sobre la proliferacion de células
germinales, aspecto de suma relevancia en el desarrollo de las mismas. Fueron
utilizadas 3 crias provenientes de 6 nidos NN (n=18) y de 6 NH (n=18) al momento
de la emergencia. La presencia de células germinales, se evalué mediante la técnica
de inmunomarcaje contra el marcador de proliferacién celular 5-bromo-2’-
deoxyuridina  (BrdU). Nuestros resultados mostraron una disminucién
estadisticamente significativa en el total de células germinales en las gbénadas de
las crias provenientes de los NH. Esto sugiere que la reubicacion de los huevos a
NH genera un impacto negativo en la proliferacion celular de las gonadas de L.
olivacea, lo que muy probablemente podria estar afectando en un futuro la fertilidad

de la especie.



Palabras clave: Glucocorticoides, Eje HPA, Eje HPG, Células germinales,

Proliferacién celular.
Abstract

Turtle Lepidochelys olivacea, is in the category of risk according to the Norma Oficial
Mexicana (NOM-059-SEMARNAT-2010). In order to keep their populations stable,
conservation measures have been implemented. The main, carried out in the middle
ground, involves the transfer of newly oviposited eggs in their nests (NN), nursery
nests, made by man (NHH). Recently, reported the existence of chronic stress in I.
olive during embryonic development in NHH, increased levels of glucocorticoids and
the deregulation of the axis hypothalamic-pituitary-Interrenal (HPI), with effects on
axis hypothalamic axis hypothalamic-pituitary-Gonadal (HPG). Herrera-Vargas et to
(2017), he noted, that the male gonads of the olive ridley turtle presented low
testicular weight, as well as lower density of epithelial cells in the seminiferous cords
at the time of the emergency. This in accordance with work reporting the negative
effect of stress in the gonadosomatic index and fertility in adulthood of individuals
given the above and given the importance of the status of risk of the species, is
important to provide information upon the effect of incubation in NH in the formation
of the gonads during embryonic development in Lepidochelys olivacea. In particular,
the present work was raised, to assess the effect of incubation in NH on the
proliferation of germ cell, aspect of utmost importance in the development of the
same. They were used 3 pups from 6 nests NN (n = 18) and 6 NH (n = 18) at the
time of the emergency. The presence of germ cells, was assessed using the
technique of immunomarking against cell proliferation marker 5-bromo-2' -
deoxyuridina (BrdU). Our results showed a statistically significant decrease in the
total number of germ cells in the gonads of hatchlings from of the NH. This suggests
that the relocation of eggs to NH generates a negative impact on cell proliferation in

the gonads of |. olivacea, what likely could be affected in the future fertility of species.

Key words: glucocorticoid, HPA axis, axis HPG, germ cell and cell proliferation.



I. INTRODUCCION

La Tortuga Golfina (Lepidochelys olivacea), se encuentra en la categoria de
riesgo en la Norma Oficial Mexicana (NOM-059-SEMARNAT-2010). Debido a esto
y con el fin de mantener estables sus poblaciones, asi como las de otras especies
de tortugas marinas, en México se han implementado durante décadas medidas de
manejo y conservacion. Dichas medidas se basan principalmente en la extraccion
de los huevos recién ovipositados por las hembras en sus nidos (NN), para
posteriormente ser colocados en nidos hechos por el hombre (NH) en areas
protegidas de playa denominadas viveros. Sin embargo, ha existido polémica en
cuanto a la eficiencia de dicha préactica; diversos trabajos han reportado efectos
adversos en crias nacidas de NH, tales como malformaciones, efectos negativos
sobre el éxito de eclosion (Eckert y Eckert 1990; Marcovaldi y Laurent 1996; Rees
et al. 2002; Ozdemir y Turkozan 2006), la salud (Booth y Astill 2001), la proporcién
de sexos (Mrosovsky e Yntema 1980; Morreale et al., 1982; Mrosovsky 2008, Pintus
et al. 2009), el fenotipo de las crias (Reece et al., 2002, Glen et al., 2005; Adams et
al., 2007; Herrera-Vargas et al., 2014), el tiempo de incubacion y la pérdida del

grado de sincronizacion al momento de emerger del nido (Koch et al., 2006).

Recientemente se ha aportado informacion que lleva a pensar que la
probable causa de todo lo anteriormente expuesto, es la exposicion al estrés crénico
en NH, durante el desarrollo embrionario/fetal. Herrera-Vargas et al., (2017) reporta
que bajo las condiciones de incubacién en NH se genera exposicion cronica al
estrés, causando una desregulacion del eje Hipotalamo-pituitario-interrenal (HPI),
un aumento de los niveles de corticosterona en plasma, hipertrofia de las glandulas
interrenales, hipotrofia neuronal en la corteza dorsal homdloga al hipocampo en
mamiferos, asi como, alteraciones en el crecimiento y maduracion testicular de las
crias. Esto ultimo en concordancia con lo ampliamente estudiado en cuanto a que
los niveles elevados de glucocorticoides de forma crénica, causan desregulacion
del eje Hipotalamo-Pituatario-Gonadal (HPG), lo que conlleva a alteraciones en los
procesos celulares como la proliferacion, migracion y la diferenciacion de las células

germinales durante la formacién, afectando el crecimiento y maduracion de la



gonada, asi como la fertilidad en diversas especies animales (Brennan y Blanche,
2004; Pieau et al., 2004).

Dado todo lo anterior, el presente trabajo se plante6é como obijetivo, evaluar
el efecto del estrés cronico embrionario asociado a la incubacion en NH sobre la
proliferacion celular en las gonadas de L. olivacea, dada la importancia que una
reproduccion adecuada tiene en la sobrevivencia de las poblaciones de tortugas

marinas en estatus de riesgo como es el caso de nuestra especie de estudio.
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[Il. ANTECEDENTES
Il.i Biologia de la especie

La Tortuga Golfina (L. olivacea) es la mas pequeia que hay en el Océano
Pacifico, ya que solo alcanza los 70 cm de longitud del caparazén y un peso
promedio de 38.1 kg (33 — 52 kg; Marquez, 1996). Morfolégicamente se caracteriza
por tener un caparazon casi circular con quince escudos mayores, cinco dorsales y
mas de 5 pares laterales, aunque puede presentar desigualdad en el nimero de
escudos en cada lado. Presenta una cabeza mediana y triangular asi como un pico
corneo. En la etapa adulta se pueden distinguir amos sexos ya que existen
caracteres sexuales morfologicos muy marcados. En los machos se puede distinguir
el crecimiento de las ufias de las aletas anteriores, asi como el alargamiento y
ensanchamiento de la cola y un mayor tamafo con respecto a la hembra, en las
cuales el tamafio de las ufias de las aletas y la cola es menor. Una vez alcanzada
la longitud de 60 cm y el peso adecuado se pueden observar migraciones tanto de
hembras como de machos, de las zonas de alimentacién a las de reproduccion

donde se lleva a cabo el cortejo y la copula en aguas poco profundas del mar.

Una vez terminada la etapa de copula las hembras arriban a la playa donde se lleva
a cabo la ovoposicién y anidacion en nidos que realizan a una profundidad de 30 a
55 cm de profundidad a lo largo de la playa, durante los meses de junio a diciembre,
y en casos extremos hasta enero. El nUmero de huevos depositados por nidada
puede ser de hasta 160, con una media de alrededor de 105, esto puede variar entre
localidades reportado por la comision de areas protegidas (CONANP, 2008). Para
realizar el nido, las tortugas comienzan a remover la arena tanto con las aletas
anteriores como las posteriores, formando una oquedad llamada “cama”, donde
cabe perfectamente el cuerpo de la tortuga. Posterior a esto comienza a cavar con
las aletas posteriores una oquedad de mayor profundidad con forma de cantaro o
de olla. Cuando este cuenta con la profundidad adecuada, empieza el desove. La
profundidad y el tamafo del nido, le da cierta estabilidad en cuanto a la temperatura
y la humedad para que los huevos se conserven en un ambiente relativamente

estable para el desarrollo de los embriones. En general el nido puede presentar de
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6° a 8°C menos durante el dia y mantener una temperatura estable durante la
noche, con respecto a la temperatura de la superficie. La forma del nido también
tiene ventajas sobre los huevos, la hembra los realiza compactando la arena para
evitar derrumbes hacia la camara del nido, lo que podria ocasionar que los huevos
sean aplastados. Una vez terminada la ovoposicion la tortuga tapa el nido evitando
dejar rastro alguno de la ubicacién del mismo, con finalidad de evitar que los huevos
sean encontrados por sus depredadores naturales (Figura 1).

Figura 1. Representa esquematica. La forma del nido natural (NN) realizado por las

tortugas Marinas

Por lo contrario se ha especulado que la arquitectura del nido natural
dificilmente puede ser emulada por la mano del hombre. Se ha reportado que en los
NH los embriones/fetos estan expuestos a estrés mecanico, por temperatura y
menor disponibilidad de oxigeno, en adicién a las practicas de manejo del vivero,
gue agudizan estas condiciones. El caminar constante entre los nidos genera mayor
estrés mecanico por compactacion de la arena; la densidad de nidos por unidad de
area provoca el decremento en cuanto a disponibilidad de oxigeno y genera mayor

calor metabolico (Chacon et al., 2008).
[L.ii Distribucion.

La tortuga marina L. olivacea tiene una amplia distribucion en los diferentes
océanos de todo el mundo, debido a su gran capacidad migratoria. En México la

podemos observar en diferentes partes del Pacifico Mexicano principalmente en las

costas de Guerrero, Jalisco, Oaxaca y Michoacan (Figura 2); en estas regiones se
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ha dado la explotacion de tortugas marinas lo cual ha provocado la disminucion de

sus poblaciones (Marquez et al., 1996).
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Figura 2. Distribucion de L. olivacea en los océanos del mundo. (Programa nacional
para la conservacion de tortugas marinas CONANP) y la distribucion de L. olivacea en el
Pacifico Mexicano. (Ochoa-Ochoa et al., 2006).

[Liii Programa de manejo y conservacion

Dentro de las zonas de distribucion durante décadas se han establecido
estrategias de manejo y conservacion, debido a que en estas zonas existe
sobreexplotacion de las tortugas marinas y sus huevos, lo que ha generado graves
dafos en las poblaciones L. olivacea, colocando a esta especie bajo la categoria de
riesgo de acuerdo a la NOM-059-SEMARNAT-2010. Debido a lo anterior la
Comision Nacional de Areas Naturales Protegidas (CONANP), en México ha

implementado el programa de manejo y conservacion y ha desarrollado acciones
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gue establecen estrategias en las practicas de manejo y conservacion, desde hace
mas de treinta afios. Dicho programa da inicio con la formacion campamentos de
conservacion y proteccion en las principales playas de anidacion de tortugas cuya
funcién principal es la proteccién de los huevos, vigilando los nidos naturales o
trasladandolos a corrales o viveros y/o a cajas de incubacion orientados a prevenir
la extincion de las especies, promover la recuperacién y el sostenimiento de
poblaciones saludables de tortugas marinas a fin de que estas realicen
eficientemente sus funciones ecoldgicas (Eckert et al., 1999, Rios y Brisefio 1985,
Marquez 1978).

Esta medida implica el expolio (desentierro o apropiacion), traslado, manejo y re-
entierro de los huevos a nidos hechos por el hombre (NHH) en viveros, los cuales
son construidos en la misma playa bajo estandares internacionales (Van De Merwe
et al., 2002; 2005). Durante dichas maniobras, los huevos son trasladados y
expuestos a movimientos de rotacion y/o vibracion causada por la manipulacion lo
cual se ha reportado afecta negativamente el desarrollo embrionario de los
organismos y genera alta mortalidad (Aubret et al., 2015). Al mismo tiempo, la
exposicién a la intemperie provoca la desecacién del mucus transparente que
recubre los huevos de tortuga, el cual posee propiedades anti-patégenas (Phillot y
Parmenter, 2012). Aunado a lo anterior, la arquitectura del NHH es diferente de
aguella del nido natural (NN), construido por la hembra anidante (Tuttle y Rostal,
2010).

En parrafos anteriores hemos mencionado estudios que aportan informacién sobre
el efecto negativo de la incubacién en nidos artificiales. En cuanto a la fisiologia,
recientemente se han realizado estudios que sugieren que durante el desarrollo
embrionario de las crias de tortuga marina L. olivacea en NH genera un incremento
en los glucocorticoides, hipotrofia de glandulas adrenales, un fuerte efecto en la
disminucién del peso testicular y la disminucion del area nuclear de las células
epiteliales de los cordones seminiferos, indicando hipotrofia gonadal en crias al
momento de la emergencia (Figura 3). Es mostrado de esta manera, que el

incremento de los niveles de los glucocorticoides como producto final de la
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activacion del eje Hipotalamico Hipofisiario Adrenal (HPA) tiene efectos en otros
sistemas fisioldégicos como el eje Hipotalamico-Pituitaria-Gonadal (HPG; Herrera-
Vargas et al., 2017).
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Figura 3. Las crias nacidas de NH muestran testiculos hipotréficos. A) La gréfica de
barras representan el peso testicular (ANOVA anidada Fi, 21 = 8.0317, * p < 0.01) y B) La
cantidad de células epiteliales por cordén seminifero (ANOVA anidado F1,23=4.8445,* p <
0.05) en tortugas recién nacidas de nidos naturales (NN) vy artificiales (AN).
Fotomicrografias de secciones histolégicas mostrando células epiteliales en conductos
seminiferos de crias de NN © y NH (D). Tincion con hematoxilina-eosina. Barra de escala
= 20 um (Herrera-Vargas et al., 2017).

De la misma maneray con el fin de corroborar si los efectos observados en las crias
persistian en el tiempo, fue evaluado el peso testicular en juveniles de 5 meses de
edad (Bucio-Pifia, 2017, en proceso; Figura 6). Los resultados de este trabajo fueron
congruentes con las observaciones de Herrera et al., 2017: hipotrofia significativa

de células germinales NH con respecto de NN.
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Figura 4 Las tortugas incubadas en nidos hechos por el hombre (NHH) presentan
menor densidad e hipotrofia de las células germinales. Fotomicrografias
representativas de las glandulas gonadales masculinas incubadas en NN (A) y NH (B).
Barra de escala = 20um. C) Grafica que muestra el nimero de células germinales (Anova
anidado F (1,187)=15.294, *p<0.001. D) Gréfica que muestra el area de las células germinales
(Anova anidado F (2,186)=8.4549, *p<0.001) (Bucio-Pifia en preparacion, 2018).

Iliv. El estrés y el eje Hipotaldmo Hipdfisiario Interrenal (HPI).

Como lo mencionamos con anterioridad el estudio de Herrera Vargas et al.,
2017 sugiere que las crias de L. olivacea son expuestas a un estrés cronico durante
el desarrollo embrionario en NH. El estrés es definido como un estado que amenaza
la homeostasis del organismo, el cual es contrarrestado por una serie de respuestas
fisiol6gicas, que tienen como propdsito de re-establecer el equilibrio perturbado
dado. Dichas respuestas al estrés estan mediadas por el eje hipotalamo-hipofisis-
interrenales (HPI), en reptiles también denominado eje Hipotalamo-hipofisiario-
Adrenal (HPA) o eje del estrés, el cual consiste en un circuito neuroendocrino que
se activa debido a un estimulo estresante, lo que conduce a la activacion de

neuronas secretoras de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y hormona
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vasopresina (AVP), desde el nucleo paraventricular (PVN) del hipotalamo. CRH y
AVP viajan a través de circulacion hipotalamo-hipofisaria hasta la adenohipofisis
donde se unen a sus receptores e induce la liberacion de la hormona
adrenocorticotropica (ACTH). Esta es liberada a circulacion sistémica uniéndose a
sus receptores en la corteza interrenal estimulando de tal forma la liberacion de
Glucocorticoides (GCs), los cuales se uniran a sus receptores localizados tanto en
estructuras cerebrales como en la periferia. Los glucocorticoides circulantes se
regulan a través de un asa de retroalimentacion negativa con la finalidad de regular
la liberacion excesiva de los glucocorticoides (Figura 5). Sin embargo, durante el
estrés cronico los niveles de glucocorticoides permanecen elevados lo cual se ha
relacionado con afecciones sobre otros sistemas fisiol6gicos conduciendo a una
serie de cambios o alteraciones en su funcionamiento con diversas patologias
asociadas a corto y largo plazo (Hoon Son et al, 2011; Brunson et al., 2003; Tsigos
y Chrousos, 2002).

Il.v. El estrés y el eje Hipotaldmo Pituitaria Gonadal (HPG)

El estrés provoca la activacién del eje HPA e impacta e la funcion del eje
HPG, en este Ultimo caso, el primer lugar en el que se observan sus efectos es en
la region del nucleo paraventricular (pPVN) en el hipotalamo debido a la activacién
de las neuronas secretoras de la hormona liberadora de corticotropina (CRH)
incrementando la produccion de CRH, el cual interactia por la via corta con las -
endorfinas y estas a su vez con las neuronas secretoras de gonadotropinas. Con
ello se activa una segunda via de sefalizacion que es mas larga, la cual involucra
la activacién de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), generando
alteraciones en el mecanismo de retroalimentacion negativa del eje HPG en sus
multiples niveles. En el hipotalamo, se lleva a cabo la inhibicion de la actividad de
las neuronas las cuales secretan GnRH hacia las terminales de la eminencia media
(ME). En la glandula pituitaria anterior se inhibe la estimulacién de la sintesis y
liberacién de la hormona leutinizante (LH) y hormona foliculo estimulate (FSH) las

cuales tienen efecto directamente en 6rganos blanco como las gonadas; en los
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testiculos se disminuye la funcionalidad de las células de Leydig y como
consecuencia la disminucidon en la produccion de testosterona asi como la
espermatogénesis. Por otro lado, en el ovario se afecta los niveles en la produccién
de hormonas como el estradiol (E2) y la progesterona por el cuerpo lateo, asi como,
los factores de crecimiento los cuales estan involucrados en la maduracion del
ovocito asi como la ovulacion y por ultimo la activacion de los receptores a
glucocorticoides en los diferentes tipos celulares del ovario (Figura 6; Whirledge y
Cidlowski, 2010; Brunton, 2013, 2015).
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Figura 5. Representacion esquematica del eje Hipotalamico-Hipofisiario-Adrenal en
vertebrados. El estimulo externo percibido como estresor inicia una cascada de eventos,
los cuales generan la activacion del sistema nervioso y la secrecién aumentada del factor
de liberacién de la hormona corticotrépica (CRH) y vasopresina (AVP) de las neuronas del
hipotalamo. La activacion simpdtica inicia la liberacion de catecolaminas de la médula
adrenal, las cuales actian sobre varios 6rganos y tejidos blancos. A su vez, la CRH y la
AVP estimulan un aumento en la secrecién y liberacién de la hormona adrenocorticotropica
(ACTH) de la glandula hipdfisis anterior, la cual estimula la secrecién y liberacion de
glucocorticoides (GC) de la zona fasciculada de la corteza de la glandula adrenal. Los GC,
como el cortisol, actian en una gran variedad de tejidos y 6érganos blancos, con la finalidad
de que los organismos recuperen la homeostasis (Matteri et al., 2000. Imagen modificada

de https://a3nutricion.wordpress.com/tag/eje-hpa/).
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Figura 6. La interaccion entre el eje Hipotalamico-Pituitaria-Adrenal (HPA) y el eje
Hipotalamico-Pituitaria-Gonadal (HPG). La interaccién entre ambos ejes se da a partir de
la actividad de los glucocorticoides entre ambos ejes; los cuales afectan la funcién del eje
HPG en mudltiples niveles, en el hipotalamo (para disminuir la sintesis y liberacién de la
hormona liberadora de gonadotropina (GnRH); la glandula pituitaria (para inhibir la sintesis
y liberacion de LH y FSH); el testiculo y ovario (para modular la esteroidogénesis y/o
gametogénesis directamente. Figura tomada de Brunton., 2013).

En mamiferos, diversos estudios han mostrado que la liberacion de las hormonas
secretadas durante las respuestas de estrés por el eje HHA, pueden inhibir la
secrecion y/o accion de las hormonas necesarias para la funcién gonadal y el
comportamiento reproductivo (Rivier y Rivest, 1991; Viau, 2002). Se ha reportado
gue los fetos que son expuestos a factores estresantes, asi como ambientes
inadecuados y agentes quimicos dafiinos, sufren alteraciones que inhiben la
actividad normal de las gonadas, dando como consecuencia alteraciones en el

desarrollo sexual y en el comportamiento del individuo adulto. Asimismo, se ha
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observado que una exposicion prenatal al estrés en ratas macho conduce a un
menor indice gonadosomatico (Dahlof et al., 1978, Rodriguez et al., 2007, Kapoor y
Mathews 2008). Estos efectos son causados por la interaccion de los
glucocorticoides y el eje gonadal generando efectos negativos en la produccion y

liberacion de las hormonas esteroideas sexuales (Rivier y Rivest, 1991; Viau, 2002),

En una amplia variedad de especies de reptiles, se han observado diversos efectos
en respuesta a estrés: baja gametogénesis (Mabuya carinata, Yahurvedi et al.
2003), baja espermatogénesis (Anolis sagreris, Tokarz, 1987), asi como el declive
en los niveles plasmaticos de testosterona después de que son expuestos a
distintos estresores (Podarcis sicula sicula, Manzo et al. 1994; Urosaurus ornatus,
Knapp & More, 1997; Egemia whitii, Jones & Bell, 2004; Tamnophis sirtalis
parietalis, Moore et al., 2000; Tamnophis sirtalis concinnus, Moore et al., 2001;
Boiga irregularis, Moore et al., 2005; Mabuya carinata, Yajurvedi y Menon, 2005), o
expuestos a implantes de la hormona Corticosterona en machos (Uta stansburiana,
DeNardo y Licht, 1993; Urosaurus ornatus, Knapp & Moore, 1997; Mabuya carinata,
Yajurvedi y Nijagal, 2000). En hembras, se han reportado una baja tasa de
recrudescencia ovarica en Anolis carolinensis (Crews, 1974); bajo peso testicular y
baja gametogénesis en Mabuya carinata, (Yahurvedi et al.,, 2003); baja
espermatogénesis en Anolis sagrei (Tokarz, 1987) y el declive en los niveles
plasmaticos de testosterona en especies como Podarcis sicula sicula, Urosaurus
ornatus, Tamnophis sirtalis concinnus relacionado a altos niveles de
glucocorticoides en plasma (Manzo et al., 1994; Knapp y More., 1997; Moore et al.,
2001).

20



Il.vi Formacion de la gonada en etapa embrionaria

Dentro de los nidos el desarrollo de los embriones de L. olivacea dura
aproximadamente 45 a 60 dias. Durante este periodo ocurre la formacion de la
gonada a partir del engrosamiento del epitelio celomico en la superficie ventromedial
de los riflones mesonéfricos en la parte dorsal del mesenterio, en el cual se
encuentran dispersas las células germinales primordiales. Las células germinales
primordiales migran hacia la periferia de epitelio engrosandolo para formar la cresta
gonadal que dara origen a la gonada primordial. En esta, las células germinales
darén origen a las células que conforman la medula y la corteza de la gbnada, de
esta manera la génada ya esta formada y es bipotencial, es decir, puede seguir dos
rutas de diferenciacion sexual dependiendo de la temperatura ambiental, lo cual se
lleva a cabo durante el periodo termosensible (TSD), considerado como, el periodo
durante el cual la gbnada es sensible a la temperatura ambiental, misma que
determina la diferenciacion sexual (Merchant-Larios et al.,1998; Merchant-Larios et
al., 2010;). Temperaturas de 32-33°C produciran hembras mientras que
temperaturas de 26-27°C producirdn machos. La proporcidén sexual esperada seria
de 1:1 (Bull et al., 1982), sin embargo, esta proporcion puede tener variaciones

dependiendo la playa y el mes en que sea la anidacion.
I.vii Proliferacién celular gonadal

Durante el desarrollo embrionario y formacion de las génadas, tiene lugar el
mecanismo de proliferacion celular, en el cual las células germinales proliferan y
dan origen a células precursoras de los espermatozoides y los évulos. Para que
esto suceda de manera “normal” deben existir condiciones 6ptimas de homeostasis,
debido a que las células germinales contienen valiosa informacion genética que sera
transmitida a su descendencia. La proliferacion celular, interviene en mditiples
funciones durante el desarrollo, la formacion, el crecimiento y diferenciacion de la
gonada, incluyendo la gametogénesis y la esterogénesis, mecanismos involucrados
en el desarrollo, diferenciacion, crecimiento y maduracion de las gbénadas. Todo lo
anterior esencial para mantener la fertilidad de los individuos y por ende la
estabilidad de sus poblaciones (Luo et al., 2014; Shaha et al., 2010).
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El proceso de proliferacion de células germinales subyace a la diferenciacion de la
gonada durante el desarrollo embrionario y se conserva en todos los vertebrados
(Crews 2008). Existen reportes que indican que la inhibicion de la proliferacién antes
o después de este periodo critico conduce a deficiencias en el crecimiento y la
maduracion de la gonada (Bo Liang et al., 2013; Whirledge y Cidlowski, 2010; 2013)

Se ha documentado que los glucocorticoides inhiben e indice de proliferacion celular
gonadal, debido a que incitan a la activacion del sistema de apoptosis celular, la
disminucibn de los niveles en factores de crecimiento y la relacidon
estradiol/progesterona (E2/P4; Pieau et al.,, 1999; Brennan y Blanche, 2004;
Whirledge y Cidlowski, 2010; Liang et al., 2013; 2016).

Hasta el momento no existen estudios que muestren evidencia de los efectos del
estrés prenatal asociados a la incubacién en NH sobre aspectos celulares de las
gbnadas en las crias de L. olivacea, en particular sobre la proliferacion de células
germinales durante el desarrollo embrionario. Se ha reportado, que el estradiol (E2),
juega un papel relevante en la proliferacion celular del ovario, niveles por arriba de
lo “normal” ocasionan una drastica disminucién en la proliferacion celular de las
gonadas durante el TSD generando gdnadas hipoplasicas. Aunque las células
primordiales se movilizan de la médula hacia la corteza conduciendo a la
diferenciacion ovérica, se ve afectada la red de proliferacion observandose una
disminucién de células germinales en la génada (Diaz-Hernandez et al., 2015; Wall
et al., 2014). Los glucocorticoides regulan mecanismos de proliferacién, migraciéon
y diferenciacion celular en las gonadas, afectando la secrecién de hormonas durante
el desarrollo, crecimiento, maduracion de la génada y la reproduccion (Dorman et
al., 2003; O"Shaughnessy et al., 2005; Whirledge y Ciddluwski 2010; Liang et al.
2013; Joseph y Whirlegge 2017)
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lll. HIPOTESIS

Dados los efectos del estrés cronico embrionario causado por la incubacion
de huevos de la tortuga marina Lepidochelys olivacea, en nidos hechos por el
hombre (NH), en las diferentes esferas fisiologicas de los individuos, nuestra
hipotesis es que la incubacion en NH tendra también efecto en la disminucion de la

proliferacion de células germinales en las gonadas de las crias.

IV. OBJETIVOS
IV.i Objetivo general

Evaluar el efecto del estrés causado por la incubacién en nidos hechos por el
hombre (NH) y nidos naturales (NN), sobre parametros morfolégicos y la
proliferacion celular en las gonadas de crias de L. olivacea al momento de la

emergencia del nido.

IV. ii Objetivos particulares

I Monitorear la temperatura durante el proceso de incubacién en NH y NN

il. Evaluar los niveles de corticosterona en la sangre al momento de la
emergencia en crias de L. olivacea.

iii. Evaluar los parametros morfométricos de las crias de L. olivacea
colectadas al momento de la emergencia

V. Determinar el peso de los conductos urogenitales de las crias de L.
olivacea al momento de la emergencia.

V. Evaluar la tasa de proliferacion de células germinales en las gonadas de

L. olivacea al momento de la emergencia. .
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V. METODOLOGIA
V .i Area de estudio

El presente estudio se realizé en el campamento tortuguero “Boca Seca” en
el Municipio de Lazaro Cérdenas, Michoacan (Figura 7), ubicado a 18° 04" Ny 102°
58" W y una altura de 20 msnm, con un clima célido sub-humedo, temperatura media
anual de 27.8°C y con lluvias en verano (precipitacion pluvial anual de 1,276.8 mm)
(SEDESOL).
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Figura 7. Ubicacién geografica del sitio de muestreo. El sitio de muestreo Boca Seca se
encuentra ubicado en el municipio de Lazaro Cardenas Michoacan, entre las comunidades
de las Pefas y Caleta de Campos.

V. ii. La fluctuacion de la temperatura del nido durante el periodo de incubacion.

La temperatura de incubacion se midié a través de hobos (Marca ONSET,
modelo logger. Temperature/ light 64k) colocados dentro de cada uno de los dos
tipos de nidos (NN n=6; NH n=6). Los Hobos comenzaron a registrar de manera
continua la temperatura cada hora a lo largo del dia y durante la noche, con la
finalidad de determinar la fluctuacién interna del NN con respecto al NH. El intervalo
de dias seleccionado para monitorear este parametro fue del dia 17 al 45, dado

que esta ventana de tiempo abarca el periodo termosensible (PTS) durante el
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periodo de incubacion, periodo en el cual la temperatura juega un papel

determinante en la diferenciacion sexual de la génada.
V. iii Colecta de las crias de L. olivacea

La colecta de las crias de tortuga marina L. olivacea se realiz6 a finales de
octubre y principios de noviembre del 2017 en el campamento Boca Seca Mpio de
Lazaro Cardenas, Michoacan. Se seleccionaron nidos hechos por el hombre (NH
n=6) en el &rea de vivero del campamento, esto fue hecho al azar. De estos se
colectaron 10 crias en cada uno de ellos obteniendo un total de 60 crias. De la
misma manera fueron seleccionados nidos naturales (NN n=6) ubicados a lo largo
de la playa en cada uno de los cuales se colectaron 10 crias en cada uno de los
nidos obteniendo un total de 60 crias, obteniendo un total de 120 crias. Del total de
las crias colectadas se tomO una muestra aleatoria para cada experimento el

procedimiento se encuentra resumido en la Figura 8
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Figura 8. Esquema del disefio experimental. El esquema muestra la distribucion de los
organismos y muestras representativas procesadas para cada uno de los experimentos

realizados en la colecta 2017.
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V. iv Animales de experimentacion

Los procedimientos de muestreo y sacrificio se realizaron siguiendo los
protocolos del Comité de Derechos de los Animales de SEMARNAT bajo el nimero
de licencia SGPA / DGVS / 05459/13, SGPA/DGVS/10395/17; y en total acuerdo
con el Diario Oficial Mexicano Norma, NOM-033-ZO0O-1995 para el sacrificio
humanitario de animales domésticos y salvajes. El procesamiento de las muestras
obtenidas se realiz6 en el Laboratorio de Ecofisiologia Animal del Instituto sobre los
Recursos Naturales (INIRENA) perteneciente la Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo (UMSNH).

V. v. Pardmetros morfométricos de las crias de L. olivacea.

Las medidas morfométricas fueron tomadas a la emergencia de las crias de
L. olivacea, se utilizé un vernier digital (Marca: Mitutoyo, No. de serie: 13035031).
Las medidas tomadas fueron: longitud del organismo, longitud del caparazon,
longitud del peto, anchura de caparazon, anchura del peto y peso corporal (este
altimo fue obtenido con una pesola marca linghline 50g), se consideraron 120 crias
colectadas en NN (n=6) y NH (n=6).

V. vi. Niveles séricos de corticosterona en crias de L. olivacea.

En campo el suero sanguineo de cada muestra fue obtenido por
centrifugacion, en una microcentrifuga portatil (ThermoScientific), durante 15
minutos, a 2,000 rpm, a temperatura ambiente. Las muestras se almacenaron en
nitrégeno liquido, con la finalidad de mantener su integridad hasta el momento de
su procesamiento en el laboratorio, en, donde fueron almacenadas a una
temperatura de -80°C, hasta el momento de su procesamiento usando la técnica de
Elisa. Para lo anterior, se utilizo el kit de corticosterona (ALPCO, 55-CORMS-E01)
siguiendo las instrucciones del mismo, se utilizaron 10 pl de suero por cada una de
las muestras realizadas por duplicado. El suero se incub6 en una microplaca la cual
contenia el anticuerpo policlonal anti-corticosterona, se le adicionaron 10 pl de cada
uno de los calibradores los cuales consisten en un gradiente de diferentes

concentraciones (15, 50, 185, 640 y 2250 ng/ml) y asi realizar una curva de
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calibracion. Adicional a ello se utilizé un control negativo en el cual se coloco
solucion PBS. Una vez preparadas las muestras se adicionaron 100 pl del buffer de
incubacion y 50 ul de enzima conjugada a peroxidasa de rdbano picante (HRP) y se
dejé incubar durante 2 horas a temperatura ambiente con agitacidbn constante;
terminado el tiempo de incubacion se descartd el contenido de las placas y se
adicionaron 300 pl del buffer de lavado durante 4 veces, descartando el contenido.
Posterior a ello se adicionaron 200 pl de la solucion de sustrato y se dejo incubar
durante 30 min a temperatura ambiente cubriendo la placa para evitar el contacto
con la luz. Finalmente se agregaron 50 pl de Solucién Stop para detener la reaccién
y se determind la absorbancia de cada una de las muestras a una longitud de onda
de 450 nm en un Microplate Reader Bio-Rad (Modelo: iMark, No, de serie: 16912).
Para la cuantificacion de niveles séricos de corticosterona se considerd dos muestra
de suero en NN (n=6) y NH (n=6).

V. vii. Parametros morfométricos gonadales de las crias de L. olivacea.

Los pardmetros morfométricos gonadales que se consideraron para este este
estudio, fue el peso del conducto urogenital (mesonefro-génada), el cual se obtuvo
en balanza analitica (Marca: Ohaus, No, de serie: 8330390601) de tres crias del NN
(n=6) y tres crias del NH (n=6); para el peso gonadal, se consideré solo la génada
de dos crias del NN (n=6) y dos crias del NH (n=6) y se obtuvo en ultra micro balanza
(Marca: Metter Toledo, No. de serie: 1122451222) y la finalmente el area gonadal
se realizd en cortes histolégicos de tres crias del NN (n=6) y tres crias del NH (n=6)
con ayuda del programa ImageJ.

V.viii Administracion de 5-Bromo-2-desoxiuridina (BrdU)

En campo se les administré 5-Bromo-2-desoxiuridina (BrdU) a cinco crias de
NN (n=6) y NH (n=6) mediante inyecciones via intraperitoneal en una concentracion
de 100 mg/Kg al momento de la eclosion y una segunda dosis a las 2 horas
posteriores con el objetivo de marcar las células en proliferacion y a las 4 horas
posteriores a la primera administracion las crias fueron sacrificadas con una

sobredosis de pentobarbital sédico y fijadas en paraformaldehido (PFA) al 4% para
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posterior transportacion al laboratorio, en donde fueron procesadas (Yurkewicz y
Cols, 1981)

V.ix. Procesamiento histologico de las muestras

Los conductos urogenitales de tres crias NN (n=6) y tres crias del NH(n=6)
fueron disectados y pos-fijados en paraformaldehido (PFA) al 4% para mantener la
integridad del tejido. Se obtuvo el peso del conducto urogenital el cual se obtuvo en
balanza analitica (Marca: Ohaus, No, de serie: 8330390601), posteriormente se
procesaron en una serie soluciones de sacarosa a diferentes concentraciones 10%,
20%, 30% y finalmente se colocaron en una solucién 1:1, es decir, 50% de sacarosa
al 30% y 50% de Tissue-Tek® hasta el momento de procesamiento
inmunohistoquimico con inmunomarcaje anti BrdU, procesando un total de 18 para
NN y 18 para el NH.

Los cortes histolégicos del complejo urogenital se llevaron a cabo en un
criostato (marca: Zeiss, No de serie: 43964) con un grosor de 20um los cuales se

mantuvieron a -20°C hasta el momento de su procesamiento inmunohistoquimico.
V.X. Procesamiento Inmunohistoquimico

El procesamiento inmunohistoquimico de los cortes realizados al conducto
urogenital se realizé con el inmunomarcaje anti-BrdU en laminillas gelatinizadas
para evitar el desprendimiento de los tejidos durante el proceso
inmunohistoquimico, de la siguiente manera: los cortes de tejido se lavaron con
agua destilada por 10 min para eliminar los restos del Tissue-Tek®; posteriormente,
los tejidos se lavaron en una soluciébn amortiguadora de fosfatos (PBS) y se
incubaron en Inmuno DNA retriever 20X with Citrate (Bio SB) durante 30 min,
posteriormente en HCI 2N a una temperatura de 36-37°C durante 30 minutos;
ambos procesos abren los poros de membrana nuclear, lo cual permite que el
anticuerpo anti-BrdU penetre hasta el ADN. Para neutralizar el &cido se utilizo buffer
de borato al 0.1M posterior a la neutralizacion. Se realizaron lavados con alcohol en
concentraciones ascendentes del 25%, 50%, 75% y absoluto con la finalidad de

deshidratar el tejido. El bloqueo de sitios inespecificos se realizé incubando los
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tejidos durante 30 minutos con albumina bovina (0.1%). La incubacion con el
anticuerpo monoclonal anti-BrdU (1:500) (Roche Diagnostic) fue por 16 horas a 4°C.
Consecutivamente los tejidos se incubaron con el anticuerpo secundario biotinilado
Anti-ratén 1gG (1:500) (Vector Laboratories, Burlingame, CA) durante 2 horas a
temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados en PBS y se incubaron con el
complejo AB (complejo de avidina biotina) al 0.9% (Vectastain PK-4000), por 90
minutos y la inmunoreaccién se reveld con diaminobenzidina (Vector Laboratories,

Burlingame, CA).
V.xi. Analisis de resultados

El conteo de las células inmunomarcadas con anti-BrdU se realizd
seleccionando 5 cortes tomados al azar por laminilla de tres crias NN (n=6) y NH
(n=6), asi como la toma de microfotografias bajo el microscopio 6ptico (Marca: Leica
No de serie DM3000) con el apoyo del Software Leica Application Suite (LAS), en
el objetivo de 10X y 40X y corroborado con el programa ImageJ.

V.xii Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron evaluados mediante una ANOVA anidada en el
programa Statistica versiéon 7 y un analisis de componentes principales en el
programa .estadistico Frata escort. Para la presentacion grafica de los resultados
se utilizé el software GraphPad Prism 7. La ANOVA anidada es una prueba
estadistica que se utiliza en situaciones de presencia de subgrupos dentro de
grupos (tipo de nido NN y NH) con el objetivo determinar la diferencia entre los

promedios de los subgrupos asi como de los grupos (Badii et al., 2014).
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VI. RESULTADOS
VI.i Evaluacién de la temperatura de incubacion

Los analisis estadisticos mostraron diferencias estadisticamente significativas
alo largo del periodo de incubacién entre los seis NH y NN mostrando una diferencia
estadisticamente significativa de (Wald X2%(17)=274.09, **p=0.001), en las
temperaturas registradas durante el periodo termo sensible, mostraron un
decremento en los NH (32.224 + 0.076 °C) con respecto a los registrados en NN
(32.703 + 0.035) (Figura 9).

33.0

Temperatura (°C)

L9 ok

4

17- 34 ddi (Periodo termosensible) 3545 ddi

Tercio de incubacion

Figura 9. Registro de la temperatura dentro del nido natural (NN) con respecto
al nido hecho por el hombre (NH). La grafica representa el promedio de las
temperaturas (+ ES) registradas en 6 NN y 6 NH durante el curso del periodo

termosensible y hasta el ultimo tercio de incubacion de L olivacea.
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VL.ii Pardmetros morfométricos de crias de L. olivacea a la emergencia de nidos.

Cada una de las variables morfométricas analizadas presento diferencia
estadisticamente significativa entre tipos de nido (Figura no mostrada). Dichas
variables, evaluadas mediante el analisis de componentes principales, se
comportan de la siguiente manera: EI componente 1, es decir la masa corporal,
explica el 48.97% del total de la varianza con un valor de .854, seguido de la longitud
total con un valor de .872, la longitud del caparazon con un valor de .798, el ancho
del caparazon con un valor de .706 y ancho del peto con un valor de .692. La
longitud del peto se encuentra igualmente representado en el componente unoy en
el componente dos con un valor de .571 y -.562, respectivamente. El componente
2, explica el 15.98 % de la varianza 15.98 y esta relacionado con las variables peso

del vitelo con un valor .743 y longitud del peto con un valor -.562 (Figura 10).

_-O A N W e ;hoo;

Factor 2: 28.52%

-6 -5 4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5
Factor 1: 38.40%
Figura 10.Analisis de componentes principales de las variables de las diferentes

condiciones NH y NN. La grafica muestra el andlisis de los componentes principales dada
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por la varianza de las variables tomadas para cada individuo colectado del NN y NH,
observando en el componente | la mayor variacion esté explicada por la masa corporal con

un 48.97% y el componente Il esta explicado por una varianza de 15.98%.
VL.iii Evaluacion de los niveles séricos de corticosterona en crias de L. olivacea

Los resultados de la cuantificacion de corticosterona en suero obtenido de dos crias
de L. olivacea al momento de la emergencia del NN (n=6) y NH (n=6) considerando
un total de 24 muestras, para evaluar el efecto del estrés prenatal asociado a la
incubacion, observando que los niveles de corticosterona en ambos nidos no
mostraron una diferencia estadisticamente significativa, F (10, 12) = 0.63897 p =
0.75704.

VL.iv Evaluacion de los parametros morfométricos gonadales

Los analisis estadisticos mostraron diferencias estadisticamente significativas
en el peso de los conductos urogenitales de tres crias del NN (0.064889 + 0.002823)
con respecto a las del NH (0.057889+0.003083), observando una diferencia
estadisticamente significa F (1,10)=4.559; *p=0.043 (Figura 11 A); El peso gonadal
tomado de dos crias del NN (2.375667 + 0.245134) con respecto al NH (1.487583
+ 0.141831), observando una diferencia estadisticamente significa F (1,10)=9.409;
*p<0.01 (Figura 11 B) y finalmente el area gonadal de tres crias del NN
(0.129842+0.011759) y tres crias del NH (0.0987814+0.005898) no presenta
diferencia estadisticamente significativa Wald X?(2)=00002; p=.999.
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Figura 11 A). Parametros morfométricos gonadales de crias emergidas del nido

natural (NN) con respecto al (NH). La gréfica muestra el peso del conducto urogenital de

NN (n=6) y NH (n=6) para los cuales se analizaron tres crias respectivamente. Los

resultados se muestran con (promedios + error estandar).
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Figura 11 B). Parametros morfométricos gonadales de crias emergidas del nido

natural (NN) con respecto al (NH). La grafica muestran el peso gonadal tomado de dos

crias del NN (n=6) y NH (n=6), los resultados se muestran con (promedios + error estandar).
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VI.v Evaluacioén de la proliferacion celular

La proliferacion de células germinales inmunoreactivas a BrdU en las gonadas
femeninas de las crias de L. olivacea en el momento de la emergencia, en su
mayoria se pueden observar en la capa columnar de la corteza, mostrando un
incremento en el nimero de células marcadas en las gonadas de las crias
provenientes del NN con respecto al NH (Figura 12 A y B). La grafica muestra los
resultados obtenidos del conteo de las células germinales para obtener la densidad
de células marcadas por mm? en las génadas femeninas de las crias al momento
de la emergencia con promedio y error estar de (572.6568+69.12387) en el NN y
para el NH (333.9361+43.55503), mostrando una disminucién estadisticamente
significativa F (1, 10) = 8.7353; *p = 0.007) en un total de 36 muestras (Figura 12 C).

A ~B)

Células germinales (NN) Células germinales (NH)

Figura 12 A) y B). Las microfotografias muestran de manera cualitativa las células
germinales sefialadas con la flecha roja en los cortes de las génadas femeninas de
las crias de L.olivacea. En la imagen A) Se observan las células inmunomarcadas con
BrdU en las génadas del NN y en la imagen B) Se observan las células inmunomarcadas
con BrdU en las génadas del NN.
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Figura. 12 C) Densidad de células germinales por mm?2. La gréfica muestra la densidad
de células germinales por mm? tomado de tres crias del NN (n=6) y NH (n=6), los resultados
se muestran como promedios + error estandar de las muestras (ES) entre las crias nacidas
NNy NH.
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VII.DISCUSION.

Dada la importancia de la temperatura en el desarrollo embrionario, el
desarrollo gonadico y el mecanismo de proliferacion celular como lo hemos
mencionado en la parte de antecedentes (Zhong-Rong et al., 2011, C. Pieau et al.,
1999, Merchant-Larios et al., 1997), se decidié monitorear este parametro con el fin
de evaluar si existian diferencias entre tipo de nido, que pudieran ser una probable
fuente de estrés para los embriones/fetos de L. olivacea. El periodo registrado fue
del dia 17 de incubacién (ddi) al dia 45 de incubacion (ddi), periodo que cubrié lo
que se conoce como PTS, (dias 17 al 35) Los resultados muestran que hay una
diferencia estadisticamente significativa en este parametro entre NN y NH justo
durante el periodo termosensible, Sin embargo, seria muy aventurado decir que esto
haya generado estrés y tenido efecto alguno sobre el indice de proliferacién celular
en la gonadas. Esto podria explicar por qué en la colecta para presente trabajo
predominaron gonadas pertenecientes a hembras; debido a que nuestros
resultados muestran temperaturas de 32°C, temperatura dentro del rango
feminizante (32 a 33°C Bull et al., 1982), rango que no es rebasado en el caso de
NN que registra los valores de mayor intensidad de temperatura. A este respecto
podemos mencionar que a pesar de que se ha tratado de dilucidar que variable es
la que podria estar determinando o influenciando predominantemente como fuente
de estrés en el ambiente incubatorio en NH no se han logrado resultados
contundentes. Se ha planteado que no es posible considerar a la temperatura como
un factor determinante y Unico de estrés durante el periodo de incubacion, otros
pardmetros como humedad, estrés mecanico, disponibilidad de oxigeno, en su
conjunto, y en general lo que se denominaria ambiente incubatorio, podria ser la
fuente del estrés cronico que esta afectando el desarrollo, crecimiento y formacion

en este caso de la gbnada de L. olivacea (Herrera-Vargas et al., 2017).

morfométricos evaluados, tales como la longitud total del organismo, longitud
del caparazon, longitud del peto, anchura de caparazén, anchura del peto y peso
corporal del total de las crias colectadas al momento de la emergencia (n = 60 para
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cada tipo de nido), mostraron todos ellos, diferencias estadisticamente significativas
en crias nacidas de NN con respecto a las nacidas de NH (figura no mostrada). En
relacion a esto, el andlisis de componentes principales nos muestra que la masa
corporal, explica el 48.97% del total de la varianza con un valor de 0.854, es decir
es la variable que marca la diferencia mayor entre tipos de nidos, seguido de la
longitud total, y luego la longitud y ancho del caparazon, teniendo un menor peso
en ello varables tales como peso del vitelo. Lo anterior coincide con los trabajos
realizados para L. olivacea, C. mydas y C. caretta, en los que han reportado una
menor masa corporal y variaciones en el numero de los escudos en nidos de vivero
(Herrera-Vargas, 2017; Turkozan et al., 2013; Sonmez et al., 2011; Harris y SeckI,
2001; Mast y Carr, 1989; Hill, 1971).

En cuanto a la cuantificacion de los niveles séricos de corticosterona en las
crias de L. olivacea al momento de la emergencia, fue observado que los niveles en
ambas condiciones no mostraron una diferencia estadisticamente significativa. En
este sentido cabe mencionar que las medidas de cortisol y/o corticosterona basales
y sus variaciones después de eventos estresantes suelen ser dificiles de establecer
debido a la variabilidad individual en la respuesta a factores ambientales, fisiolégicos
(Hasegawa et al., 1997; Bertoni et al. 2006 a) y la genética de los individuos (Weis
et al. 2004; Kosti et al. 2006). Dado que se han reportado resultados contradictorios
en diferentes especies de mamiferos en cuanto a su respuesta a estrés y en
consecuencia en cuanto a valores séricos de cortisol en sangre, algunos autores
han coincidido en sefalar que el estrés crénico puede resultar “en una sensibilidad
inicial de la glandula adrenal seguida de un decremento” (Rushen et al. 2007). Al
parecer cuando el estimulo es demasiado intenso y sostenido la respuesta se va
haciendo menos evidente en cuanto a niveles de cortisol en sangre, esto
demostrado en el caso de ratas (Bertoni et al. 2005 b). Hemos de comentar que en
el Laboratorio de Ecofisiologia Animal, independientemente de la significancia de
los resultados en diferentes temporadas de muestreo, se ha encontrado que los
efectos negativos en los diversos 6rganos relacionados con el eje HPI se mantienen,
como es el caso para el presente estudio en cuanto a valores morfométricos e

indices de proliferacion celular gonadal observados. Estudios mas profundos sobre
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las medidas de corticosterona en la sangre a lo largo del desarrollo embrionario de

las crias y el establecimiento de sus niveles basales deben ser llevados a cabo.

El estrés genera efectos negativos en el peso del conducto urogenital (génada-
mesonefro) y la gonada (Diaz—Hernandez et al., 2015; Herrera-Vargas et al., 2017).
En el presente estudio ha sido posible observar una diferencia estadisticamente
significativa en el peso del conducto urogenital el peso de las génadas. Coincidiendo
con lo observado en Herrera Vargas et al., (2017), quien reporta que el peso
testicular en tortugas recién emergidas de NHH es menor que el de la nacidas en
NN.

Con respecto al objetivo central del presente trabajo, una vez evaluada la
proliferacion de células germinales en la gonada de las crias de L. olivacea al
momento de la emergencia del nido, fue posible notar una diferencia
estadisticamente significativa en la densidad de células en proliferacién entre crias
nacidas de diferente tipo de nido. Es decir aquellas nacidas de NH muestran un
indice menor de proliferacion con respecto a aquellas nacidas de NN. Estos
resultados son de gran relevancia, ya que como lo mencionamos en parrafos
anteriores, durante el desarrollo embrionario y formacion gonadal tiene lugar el
mecanismo de proliferacion celular, en el cual las células germinales dan origen a
células precursoras de los espermatozoides y los 6vulos en las génadas, proceso
gue se ha conservado en todos los vertebrados. (Bo Liang et al 2013). Para que
esto suceda de manera “normal” deben existir condiciones 6ptimas de homeostasis,
qgue al parecer ha sido interrumpida por efecto del estrés crénico durante la
incubacion en NHH. Existe abundante informacion de que la inhibicion de la
proliferacion conduce a deficiencias en el crecimiento y la maduracion de la génada
durante el desarrollo embrionario y mas alla, la fertilidad y la reproduccién en la
etapa adulta de los individuos (Ramsey, Crews 2008; Whirledge y Cidlowski 2010,
2013;). Dado el estatus de especie en riesgo de L. olivacea, pero sobre todo
infiriendo que esto pudiera aplicarse para todas las especies de tortugas marinas

incluyendo a aquellas que estan en estatus de peligro critico de extincion, estos
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resultados son de gran relevancia, ya que estaria en juego la reproduccion

adecuada y por ende la supervivencia de las poblaciones.

VIII. CONCLUSION

Los efectos fisiologicos del estrés cronico embrionario producido por la incubacion
en NHH sobre el eje Hipotalamico Hipofisiario Gonadal (HHG), afectan en procesos
celulares varios, uno de ellos, la proliferacion de células germinales en las gonadas
con muy posibles consecuencias negativas en la maduracién gonadal y funciones

reproductivas en la vida adulta de L. olivacea.
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