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.  RESUMEN GENERAL

Las poblaciones de tortugas marinas se mantienen en diferentes grados de
vulnerabilidad. La reubicacion de los huevos a viveros protegidos con sombra  es una
de las principales estrategias de conservacion para evitar la depredacion, las amenazas
climaticas y el saqueo . Sinembargo, esta estrategia sesga las proporciones sexuales
y modifica en grados variables el desarrollo embrionario con respecto a la incubacion
natural. Algunos de los efectos previamente descritos son: el desarrollo adelantado del
bazo, el incremento en las poblaciones de heteroéfilos en circulacion, la menor actividad
oxidante-antioxidante y la expresion diferencial de marcadores de estrés térmico en el
higado y bazo. Sin embargo, aun se desconoce si esta configuracion diferencial: 1) esta
asociada con una mejor respuesta inmunitaria; o determinada por 2) viveros con
sombra; 3) la condicién nutricional de la madre; 4) una interaccién entre el ambiente
de incubacion y el componente materno. Debido a que uno de los mecanismos mas
robustos para responder a los patégenos y contaminantes es la inflamacion, el presente
proyecto evaludé: 1) la respuesta inflamatoria a la inoculacién con fitohemaglutinina (PHA);
2) la expresion de marcadores de estrés térmico y proinflamatorios en higado y bazo; y
3) la talla corporal de crias de tortuga marina provenientes de la misma madre incubadas
en vivero (sin sombra o sombreado). Ademas, se evaluo la inversion reproductiva de las
madres, asi como la supervivencia (éxito de emergenciay eclosion) y el sexo de las crias.
Adicionalmente, se registré la temperatura al interior de algunos nidos seleccionados. El
efecto materno fue evaluado a través de la talla corporal de las madres, hematocrito, perfil
leucocitario y 16 indicadores de quimica sanguinea. El efecto de estos indicadores, la
condicién de incubacion y su interaccion  sobre cada una de las variables de respuesta
de las crias fue evaluada mediante  modelos lineales mixtos. Los resultados muestran
gue la longitud corporal y algunos indicadores nutricionales de las hembras anidantes en
interaccién con el ambiente incubatorio explican la longitud corporal de las crias y la
expresion diferencial de genes de estrés térmico y de inflamacion bajo condiciones
basales. Por su parte, la condicion de incubacion es el Unico factor que explica la masa
corporal, la inflamacion, el sexo y el éxito de supervivencia en crias, y tiene un efecto
sobre la longitud corporal y la expresion de genes asociados a inflamacion en bazo e

higado en interaccién con el componente materno. La temperatura fue mayor en los nidos



sin sombra. Estudios subsecuentes evaluran si los efectos del ambiente son
dependientes de la temperatura de incubacion o estan ligados al sexo de las crias . En
conjunto, los resultados  sugieren un efecto anticipatorio de las madres modulado por
el ambiente, y destacan la relevancia de evaluar el efecto de la reubicacién en viveros

sobre la inmunocompetencia y el tamafo corporal de las crias.

Palabras clave: sistemainmunitario, incubacién ex-situ, talla corporal, temperatura



ABSTRACT

Sea turtle populations remain at varying degrees of threat. = The relocation of eggs to
shaded nests is one of the main conservation strategies to avoid predation, climatic
threats and poaching. However, this strategy skews the sexual proportions and modifies
embryonic development to varying degrees with respect to natural incubation. Some of
the previously described effects are: advanced spleen development, increased circulating
heterophil populations, lower oxidant-antioxidant activity — and differential expression of
heat stress markers in the liver and spleen. However, it is still unknown if this differential
configuration: 1) is associated with a better immune response; or is determined by 2)
nest shading; 3) the nutritional condition of the mother; 4) an interaction between the
incubation environment and the maternal component. Because one of the most robust
mechanisms to respond to pathogens and contaminants is  inflammation, the present
project evaluated: 1) the inflammatory response to  inoculation with phytohemagglutinin
(PHA); 2) the expression of heat- stress and proinflammatory markers in the liver and
spleen of sea turtle hatchlings from the same mother incubated in (Unshaded or Shaded)
hatcheries . In addition, the reproductive investment of mothers, as well as the survival
(emergence and hatching success) and sexof hatchlings were evaluated. Additionally,
the temperature was registered inside some selected nests. The maternal effect was
evaluated by  the mothers” body size , hematocrit, leukocyte profile and 16 blood
chemistry indicators . The effect of these indicators, the incubation condition and their
interaction on each of the response variables of hatchlings was evaluated with mixed
linear models. The results showed that body length and some maternal nutritional
indicators  were correlated with their reproductive investment. They also  explained
hatchling body length, as well as the differential expression of heat stress and
inflammation indicators under basal conditions. The incubation condition was the only
factor that explained body mass, inflammation, sex and survival success in hatchlings.
It affected the remaining hatchling variables in interaction with the maternal
component. Temperature was significantly higher in the unshaded nests. Subsequent
studies will evaluate whether the effects of the environment are dependent on the
incubation temperature or are linked to the sex of  hatchlings . Taken together, the
results suggest an anticipatory effect of mothers modulated by the environment, and
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highlight the relevance of  understanding the effect of nest  relocation on hatchling

immunocompetence and body size.



ll.  INTRODUCCION

Las tortugas marinas enfrentan un grave declive de sus poblaciones. Actualmente seis
de las siete especies se encuentran en peligro de extincion. Por ejemplo, Lepidochelys
olivacea se encuentra en estado vulnerable con poblaciones decrecientes (Abreu-
Grobois & Plotkin, 2008). La incubacién en playa y la fase de dispersion de las crias se
consideran los periodos mas criticos en la historia de vida de las tortugas marinas (Gatto
et al., 2020). Por lo anterior, se han establecido diversas estrategias de conservacion
entre las que destaca la reubicacion de los huevos a viveros con la finalidad de
protegerlos de depredadores, eventos ambientales y saqueos (Namnum, 2002; Abreu-
Grobois & Plotkin, 2008). Sin embargo, varios estudios han sugerido que el ambiente de
incubacion de los huevos ex-situ altera el desarrollo cerebral, gonadal y la configuracién
inmunitaria de las crias (Herrera-Vargas et al.,, 2017; Arzola-Gonzalez et al., 2019;
Robledo-Avila et al., 2022; Unda-Diaz et al., 2022).

Las tortugas marinas se desarrollan en ambientes con alta densidad de patdgenos,
contaminantes y depredadores. Para aumentar la probabilidad de supervivencia, las crias
deben contar con un estado fisiolégico 6ptimo que les permita desplazarse rapidamente,
y un sistema inmunitario altamente eficiente que responda a infecciones y agentes toxicos
(Smith et al.,, 2017). El desarrollo embrionario del tamafio corporal y la
inmunocompetencia en organismos ectotérmicos es probablemente el resultado de la
interaccidn entre la transferencia genética, la calidad y cantidad de nutrientes en el huevo
y el ambiente de incubacion (Booth et al., 2012; Stewart et al., 2019; Martin-del-Campo
et al.,, 2021). Reportes recientes en lagartijas sugieren que la condicion fisica de las
madres al momento de la oviposicion puede determinar la inmunocompetencia de las
crias a través de la transferencia de inmunomoduladores que las preparan para
ambientes con alta densidad de patdégenos (Hasselquist & Nilsson, 2012; Brown & Shine,
2016; Virgin et al., 2022). Algunos estudios, ademas, sugieren una relacion entre la
condicion fisica de la madre, la inversion reproductiva (nimero de huevos, masa de los

huevos), el tamafio corporal y la inmunocompetencia de las crias (Virgin et al., 2022).

Se ha descrito un efecto de la incubacion en nidos ex-situ sobre el fenotipo y la

adecuacion de las crias de tortugas a la emergencia del nido, ademas de sesgos en la



determinacion sexual. Dado que los viveros habitualmente estan protegidos con malla
sombra, y la temperatura de los nidos se encuentra varios grados por debajo de los nidos
naturales sin sombra, algunos de estos efectos han sido asociados a la temperatura de
incubacion (p.ej. Robledo-Avila et al., 2022). Debido a la creciente necesidad de proteger
a las tortugas marinas de la depredacion, el saqueo, las consecuencias del cambio
climatico durante su incubacién embrionaria, Yy los altos indices de contaminacion con
potencial disruptor endocrino que afectan a las hembras anidantes, es necesario evaluar
el efecto de factores como la temperatura y la condicion materna sobre indicadores de
condicion fisioldégica e inmunocompetencia. Este estudio pretende identificar variables
maternas que ayuden a predecir la condicion fisiolégica de las crias y dilucidar la
interaccidn de éstas con el ambiente incubatorio sobre el tamafio corporal y la

inmunocompetencia de las crias.



1.1 ANTECEDENTES
[1.1.1 Talla corporal

La supervivencia de las crias de tortuga marina durante la fase de dispersién esta
condicionada a sus aptitudes locomotoras, ya que no cuentan con otro medio de defensa
contra depredadores. En multiples estudios se ha asociado el tamafio del caparazéony de
las aletas con su capacidad de desplazamiento en tierra y nado. La velocidad con la que
se alejan de las zonas con alta densidad de depredadores aumenta su probabilidad de
sobrevivir: las més grandes son mas répidas (excepto en el caso de la especie
Dermochelys coriacea (Fleming et al., 2020; Le Gouvello et al.,, 2020). El
autoenderazamiento es otra aptitud importante en la fase de dispersion que también
podria verse influenciada por el tamafio del caparazén (Booth et al., 2012; Fleming et al.,
2020; Unda-Diaz et al., 2022).

El rendimiento locomotor a la emergencia del nido es el resultado de varios procesos
fisioldgicos entre los que se encuentran el crecimiento y las reservas energéticas con las
que cuentan las crias. Las compensaciones entre talla corporal-reservas energéticas
podrian condicionar el beneficio de mayor tamafio. Asi, crias con mayor tamafo y menor
yema residual podrian tener un periodo de ayuno menor que el de las crias con menor
tamafio y mayor cantidad de nutrientes de reserva. Debido a que la fase de dispersion
puede durar varios dias, las crias con mayor cantidad de yema podrian sobrevivir
periodos de ayuno prolongados (Amaral et al., 2012; Fleming et al., 2020; Le Gouvello et
al., 2020). En conjunto, estas caracteristicas incrementan su capacidad de supervivencia
en zonas con alta densidad de depredadores (Gatto et al., 2022). En este contexto, las
reservas energéticas también podrian condicionar procesos altamente demandantes

como la respuesta inmunitaria (Bilkova et al., 2015).
[1.1.2 Sistema inmunitario de reptiles

La inmunocompetencia es la capacidad que tienen los organismos para diferenciar lo
propio de lo extrafo, resolver eficientemente los retos infecciosos y los no infecciosos y
evitar el dafo tisular (Owen et al., 2007; Zimmerman, 2020). Esto se logra sensando el

ambiente a través de receptores celulares localizados en todo el cuerpo capaces de



identificar microorganismos patogenos, proliferacion celular anormal, elementos no
funcionales y dafio tisular (Nicholson, 2016). El sistema inmunitario consta de una red de
organos, células, moléculas y mecanismos altamente especificos, los cuales se clasifican
en dos principales respuestas: innata y adaptativa. La separacion entre estas
respuestas en ocasiones es dificil de identificar debido a que estan interconectadas y

comparten algunas vias de activacion y mecanismos efectores (Owen et al., 2007).

Existe evidencia de inmunidad innata  en todo el reino animal, y aunque se pensaba
que la adaptativa estaba restringida a vertebrados (Boehm et al., 2012), ahora se sabe
gue se encuentra en el reino animal (Lanz-Mendoza & Contreras-Gardufio, 2021) . En
vertebrados, el sistema inmunitario de los reptiles se considera el menos estudiado, pero
se sabe que consta de una respuesta innata consistente y una respuesta adaptativa mas
lenta y especifica (Rios & Zimmerman, 2015; Mestanova & Varga, 2016). Tanto la
inmunidad innata como la adaptativa mejora con la exposicion al mismo patégeno o
sustancia extrafia frecuente (Mestanova & Varga, 2016). La respuesta innata es la
principal defensa en reptiles (Riera-Romo et al., 2016). Los componentes de la respuesta
innata son en primer lugar un tegumento queratinizado y otros epitelios que funcionan
como barrera contra patégenos. Cuando los microorganismos vulneran estas defensas,
activan mecanismos efectuados por leucocitos inespecificos, péptidos antimicrobianos y
lisozimas (Owen et al., 2007; Rios & Zimmerman, 2015). Los mecanismos efectores de
esta respuesta son la defensa antiviral, la lisis, la fagocitosis y la inflamacion (Rousselet
et al., 2013; Hart et al., 2016).

La respuesta adaptativa consta de linfocitos T, B y anticuerpos producidos por estas
células. En reptiles se han descrito los isotipos IgA, IgD, IgM e IgY. Sin embargo, su
produccion es mas tardia y la especificidad no mejora con la exposicién en comparacion
con los mamiferos (Zimmerman et al., 2010; Rios y Zimmerman et al., 2015).
Adicionalmente, los reptiles producen anticuerpos naturales que son poli reactivos, lo que
les confiere el poder de reconocer una amplia gama de antigenos. Estos anticuerpos son
producidos por los linfocitos B y forman parte de la inmunidad humoral (Zimmerman,
2018).



11.1.2.1 Inflamacion

La inflamacion es uno de los mecanismos efectores mas importantes en la respuesta
innata, y es definida como la acumulacion de células y proteinas en el sitio de infeccion
o dafio (Sheran & Petasis, 2011). Esta respuesta inicia cuando las barreras epiteliales
son vulneradas por los microorganismos, los cuales son reconocidos por células
residentes y circulatorias a través de receptores de reconocimiento de patrones (RRP).
Los RRP se localizan en las membranas de una amplia variedad de células como
fagocitos (monocitos, células dendriticas y neutréfilos en los mamiferos) y los demas
leucocitos (heterofilos, eosindfilos, basofilos y linfocitos). Los RRP reconocen patrones
asociados a patdégenos o dafio y se han descrito varios grupos, entre ellos los receptores
tipo toll (TLR). Algunos de estos receptores desencadenan directamente la fagocitosis,
como por ejemplo los receptores de opsoninas, y otros son encargados de iniciar vias de
sefializacion que inducen inflamacion u otros mecanismos innatos (Owen et al., 2007).
Estas sefiales liberadas en el sitio de lesion incluyen quimiocinas (IL-8), agentes
vasoactivos (TNF-a), citocinas proinflamatorias (IL-1,6,10,12,18), prostaglandinas,
histamina y otros mediadores de la inflamacién. Las moléculas proinflamatorias tienen la
finalidad de reclutar mas células y mediadores de defensa, por lo que pueden interactuar
con los vasos sanguineos locales para hacerlos mas permeables y promover el
reclutamiento de leucocitos. Estos cambios en los vasos sanguineos locales generan en
la zona edema, calor, rubor, dolor y pérdida de funcién, que son las caracteristicas de la
inflamacion (Owen et al., 2007). Las vias de sefializacion inflamatoria han sido utilizadas
como marcadores inmunotoxicos en tortugas Caretta caretta. Cocci et al. (2022)
demostraron que existe un aumento en la expresion de los genes tlrl y tIr2 asi como los
genes gue se activan con esta cascada inflamatoria (i.e., racl,pi3k, akt3 y nfkb) cuando

las tortugas estan expuestas a agentes contaminantes.

La inflamacion se encuentra altamente regulada, y para que sea homeostatica, después
de un reto infeccioso o dafio tisular debe iniciar rApidamente, incrementar en intensidad
y resolverse una vez que no exista amenaza para la integridad del tejido (Tizard, 2009;
Sheran & Petasis, 2011). Para los reptiles, la inflamacion se considera el mecanismo



efector mas robusto, desencadenado principalmente por retos bacterianos. Esta
respuesta estd sometida a presion de seleccién en la que pueden intervenir tanto factores
ambientales (p. ej., la temperatura o la estacién) como intrinsecos (p. €j., el estado
nutricional del individuo. Stacy et al., 2011; Zimmerman, 2020).

La capacidad que tienen los organismos para iniciar y resolver una respuesta inflamatoria
local se ha asociado a una buena respuesta inmunitaria (Mufioz et al., 2013). La
evaluacion de este mecanismo comunmente se realiza con la inoculacion de
fitohemaglutinina (PHA) intradérmica o subcutanea. La PHA es un derivado de frijol que
funciona como antigeno, aumenta la permeabilidad en el sitio de inoculacion, genera
migracion de leucocitos y es mitdgeno para una poblacion especializada de leucocitos
denominados linfocitos T locales. La respuesta inflamatoria inicial se considera una
respuesta innata primaria inespecifica (Finger et al., 2013). En tortugas marinas de la
especie Chelonia mydas se ha demostrado la infiltracion de leucocitos, entre ellos
linfocitos T, en piel inoculada previamente con PHA (Mufioz et al., 2009). Asimismo, se
demostro que tortugas clinicamente sanas presentaron una inflamacion mas pronunciada
después de la administracién subcutanea de PHA comparadas con tortugas positivas a
dermatitis ulcerativa (Mufioz et al., 2013). En Trachemys scripta la inflamacion provocada
por la administracion de PHA presento diferencias entre las estaciones del afio, pero no
estuvo asociada con la temperatura, el sexo ni con el tamaiio corporal (Zimmerman et al.,
2010).

11.1.2.2 Organos linfoides de reptiles

Los componentes del sistema inmunitario innato se originan en la linea germinal en
etapas tempranas de la ontogenia (Tizard, 2007; MeStanova & Varga, 2016). Los 6rganos
linfoides primarios descritos en los reptiles incluyen a la médula 6sea y al timo. Estos
organos poseen funcion hematopoyética y son indispensables para la maduracién de los
linfocitos T, como ha sido descrito en mamiferos. Por su parte, los reptiles también
poseen como o6rganos linfoides secundarios al bazo y al tejido asociado a mucosas
(Zimmerman et al.,, 2010). Se han identificado nodulos linfaticos primitivos que a
diferencia de los mamiferos no tienen centros germinales y no estan presentes en todas

las especies de reptiles (Boehm et al., 2012; MesStanova & Varga, 2016).
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En reptiles, el bazo es un érgano indispensable para la expresion de la respuesta humoral
dependiente de linfocitos B (Zimmerman et al., 2010; Boehm et al., 2012). En algunos
reptiles el bazo cumple funcion eritropoyética, de filtracion y depuracion de eritrocitos
longevos (Zhang et al., 2015; 2016; Zimmerman, 2018). Asimismo, el higado fetal tiene
funciones linfoides ya que produce linfocitos, y ya maduro, participa activamente en la
vigilancia inmunitaria al ser un filtro de sustancias toxicas o patdogenas provenientes del
sistema digestivo. En el higado también se producen proteinas proinflamatorias de fase
aguda como proteina C reactiva, quimiocinas, citocinas y componentes del sistema del
complemento (Owen et al., 2007; Jiang et al., 2022). Se ha documentado la involucién

estacional de 6érganos como el timo y el bazo en reptiles (Zimmerman et al., 2010).
[1.1.3 Factores que determinan el fenotipo de las crias

Los fenotipos morfologicos e inmunitarios son el resultado de la interaccion entre el origen
materno y el microambiente de incubacién (Booth et al., 2012; Dang et al., 2015; Stewart
et al., 2019; Tezak et al., 2020; Martin-del-Campo et al., 2021).

11.1.3.1 Efecto materno

El componente materno incluye la transferencia genética, los recursos invertidos en los
huevos como nutrientes, anticuerpos, antioxidantes y hormonas. La cantidad y calidad de
los recursos depositados en los huevos podria estar condicionada por el estado de salud
materno, su condicién corporal o nutricional (Hasselquist & Nilsson, 2009; Brown &
Shine, 2016). En el caso de las tortugas marinas el componente paterno es mas complejo

de determinar debido a que las nidadas son poliandricas (Nufez et al., 2015).

La reproduccion se considera evolutivamente costosa , por lo que es necesaria la
capacidad alostatica de las hembras para mantener un buen estado energético e
inmunitario (Hudson, 2020). La fisiologia materna puede influir sobre el fenotipo de su
descendencia de acuerdo con el componente genético, el comportamiento y los recursos
que tienen las hembras para transferir a los huevos (Ensminger et al., 2018). Se considera
gue estos componentes determinan la negociacion entre el nUmero y tamafio de los
huevos, dado que los recursos disponibles para invertir son limitados. Asi, menor nimero

de huevos permite invertir mayor recurso en cada uno, mientras un mayor numero de

11



huevos implica menor inversion. A pesar de ello, el tamafio del huevo se considera un
rasgo de historia de vida determinado genéticamente (Brown y Shine, 2009). Un estudio
en tortugas Lepidochelys olivacea muestra que el tamafio de las crias esta determinado
por el tamafio materno mas que por el peso del huevo (Gatto et al., 2020). Sin embargo,
estudios en otros reptiles sugieren que la masa del huevo determina el tamarfo de la
descendencia (Brown & Shine, 2009; Warner et al., 2010).

El inicio de la foliculogénesis en reptiles esta determinado por diversos factores como el
fotoperiodo, la temperatura ambiental y la regulacion intrinseca endocrina que la inhibe
(p. €j., la respuesta al estrés) o la estimula (p.ej., altos niveles de estrégenos). La
vitelogénesis implica una alta movilizacion de recursos para formar la yema a partir de
vitelogenina, proteina producida en el higado que depende de una condicion corporal
materna apropiada. La funcion hepatica, asi como el metabolismo del calcio y del fosforo
materno, estan fuertemente involucrados en la produccion de huevos (Jones, 2011; King
et al., 2020). Se ha sugerido que la condicién fisica de las madres al momento de la
oviposicion puede influir en el desarrollo de la inmunocompetencia de las crias al
transferir componentes inmunomoduladores (Hasselquist & Nilsson, 2012; Brown &
Shine, 2016; Virgin et al., 2022). Se han correlacionado indicadores del estado de
nutricion de las hembras (p. ej., indice de condicién corporal) y diversos analitos
sanguineos con el rendimiento reproductivo en Dermochelys coriacea (Perrault et al.,
2020). Algunos estudios, ademas, sugieren una relacion entre la condicion fisica de la
madre, la inversion reproductiva (nimero y masa de los huevos), el tamafio corporal y la

inmunocompetencia de las crias (Virgin et al., 2022).
11.1.3.2 Temperatura de incubacion

Por su naturaleza ectotérmica, la ontogenia de los reptiles es altamente dependiente del
ambiente de incubacion (Gatto & Reyna, 2020; Tezak et al., 2020). El microambiente de
incubacion se compone de la forma y tamafio del nido, las caracteristicas del sustrato, la
humedad, microorganismos en los nidos y una de las principales variables de interés es
la temperatura de incubacion (Arzola-Gonzéalez, 2007; Sarmiento-Ramirez et al., 2014;
Herrera-Vargas et al., 2017; Kobayashi et al., 2018).
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La temperatura influye en diversas funciones biolégicas, por lo que los umbrales de
resistencia y eficiencia fisiologica en funcion de este parametro (p.ej. la actividad
enzimatica y el consumo de oxigeno) estan bajo presion de seleccion (Willmer et al.,
2005). Las temperaturas de incubacion son cruciales para el 6ptimo desarrollo
embrionario de las tortugas marinas. Las temperaturas extremas podrian dar lugar a
fenotipos aberrantes y condicionar la supervivencia de las crias post-eclosién o provocar
la muerte embrionaria (Martin-del-Campo et al., 2021). El efecto de la temperatura sobre
los embriones dependera de su intensidad, frecuencia, estadio de desarrollo y duracion
del estrés térmico (Loriux et al., 2013; Sim et al., 2015; Martin-del-Campo et al., 2021).

Los mecanismos por los que la temperatura tiene efectos teratogénicos aln no son muy
claros (Martin-del-Campo et al., 2021). Se ha documentado que el estrés térmico puede
reducir la expresion de genes asociados al desarrollo e inducir dafio molecular a proteinas
y lipidos (Bentley et al., 2017). Por lo anterior, durante la embriogénesis son de especial
interés los mecanismos protectores a macromoléculas como los efectuados por las
proteinas de choque térmico (HSP) y el sistema que regula el equilibrio oxidante-
antioxidante. Las HSP son un grupo de proteinas que aumentan su expresion cuando las
células se encuentran bajo algun estresor sin ser exclusivamente de respuesta térmica.
Su efecto protector incluye el plegamiento correcto de proteinas y la eliminacién de
aquéllas que no lo estan. Estas proteinas se clasifican por su peso molecular siendo las
mas grandes (HSP60, HSP70 y HSP90) las de respuesta a estrés térmico. La HSP70
ademas se expresa de forma constitutiva influyendo en la muerte celular programada
(Willmer et al., 2005; Ramiah et al., 2022).

Las HSP funcionan como chaperonas moleculares que sensan la estructura proteica
reconociendo regiones hidréfobas expuestas, a las que se adhieren para promover su
correccién o eliminacion (Lang et al., 2021). El aumento de la expresiéon de las HSP es
dependiente de un factor de transcripcion llamado factor de choque térmico (HSF, por
sus siglas en inglés). El HSF cambia en estructura y se hiperfosforila bajo estrés por
temperatura, lo que activa una regién promotora de las HSP y aumenta su expresion.
Durante la respuesta al estrés térmico se estabilizan las HSP y su vida util se prolonga

para conferir proteccion aun después del evento de estrés (Lang et al., 2021).
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Se ha sugerido que las HSP pueden ser también centinelas del estado redox del
organismo (Madeira et al., 2013). Durante la embriogénesis, por el metabolismo celular
aerobio se producen radicales libres llamados especies reactivas de oxigeno (ROS, por
sus siglas en inglés). Las ROS incluso forman parte esencial de rutas de sefializacion del
desarrollo embrionario en los mamiferos y se considera a la linea germinal
extremadamente sensible a cambios en su balance (Dennery, 2010). Para responder a
estresores oxidantes intrinsecos o extrinsecos como el choque térmico, las células
despliegan sus defensas enzimaticas antioxidantes mediadas por los promotores nuclear
factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) y kappa-light-chain enhancer of activated B cells
(NFkb. Seis, 2018). Las enzimas antioxidantes son superoxido dismutasa, peroxidasa y
catalasas, las cuales son dependientes de glutation y se ha sugerido incluso que las
HSPs participan en su activacion. Las células también pueden hacer uso de antioxidantes
no enzimaticos como las vitaminas A, E, C, K y aminoacidos. Cuando las ROS superan
las defensas antioxidantes se produce el estrés oxidante (Madeira et al., 2013; Lang et
al., 2021). El estrés oxidante es un estado téxico para las células en el que las ROS
provocan dafo a proteinas, lipidos y al ADN, lo que compromete la vida de la célula y la

vida del organismo (Denery, 2010; Madeira et al., 2013; Lang et al., 2021).

Durante el desarrollo embrionario los reptiles dependen de estas respuestas para su
desarrollo y supervivencia. Asimismo, la eficiencia fisiolégica de los adultos se programa
desde el desarrollo temprano, por lo que estas respuestas pueden conferir tolerancia
térmica en edad adulta, influir en las tasas de crecimiento e incluso heredar el umbral

térmico a las siguientes generaciones (Tedeschi et al., 2016).

Se ha descrito una relacion entre las temperaturas de incubacion elevadas y la
disminucién en: a) la actividad hemolitica del sistema del complemento y b) la expresion
de genes relacionados con la funcion inmunoldgica (p. €j., IgD, IgM, and CD3y) en el
higado de tortugas de caparazon blando (Freedberg et al., 2008; Dang et al., 2015). En
crias de tortugas marinas Caretta caretta se ha demostrado que la incubacion en
temperaturas por encima de los 32° C incrementa el nimero absoluto de heterdfilos,
basofilos, y otros parametros relacionados con la inflamacion (Fleming et al., 2020). Una

relacion entre mayor temperatura de incubacion y menor talla corporal ha sido bien

14



establecida (Warner, 2010; Booth et al., 2012; Sim et al., 2015; Booth, 2018; Stewart et
al., 2019; Fleming et al., 2020; Tezak et al., 2020). Adicionalmente, la temperatura de
incubacion puede sesgar las proporciones de sexos debido a que las tortugas marinas
tienen diferenciacion sexual dependiente de la temperatura. Se han descrito mecanismos
epigenéticos en los que a temperaturas de incubacion altas en el periodo termosensible
y en presencia de Ca++, se fosforila un activador de la transcripcion llamado Stat3. Este
factor inhibe la expresion del gen Kdm6b que es un activador del gen Dmrtl, lo que da
paso a diferenciacion a hembras (Weber et al., 2020; Merchant-Larios et al., 2021).

Trabajos recientes realizados por nuestro grupo apoyan la asociacion entre la
temperatura y la respuesta inmunitaria. Estos estudios muestran que la incubacion ex-
situ (asociada a temperaturas mas bajas) promueve un mayor desarrollo de las crias a la
emergencia del nido (medido por la talla corporal y la diferenciacién esplénica, asi como
un incremento en la proporcion de heteroéfilos en circulacion. Robledo-Avila et al., 2022).
Asimismo, la incubacién en viveros con malla sombra disminuye la actividad del sistema
oxidante-antioxidante en las crias de tortuga marina a la emergencia del nido, e induce
una expresion diferencial de las proteinas de choque térmico 70 y 90 en el higado y el
bazo. Sin embargo, la incubacién en viveros no altera la capacidad hemolitica del sistema
del complemento ni la actividad de la fosfatasa alcalina sérica en estas tortugas en
condiciones basales (Robledo-Avila et al., 2023).

En estudios de campo ha sido dificil separar el efecto materno del ambiente de
incubacion, por lo que se ha propuesto la estrategia de nidada divida, con el objetivo de
identificar efectos ambientales y/o parentales en rasgos de la descendencia (Booth et al.,
2010; Kobayashi et al., 2020). Usando esta estrategia, el presente estudio pretende: 1)
identificar variables maternas que ayuden a predecir la condicion fisiol6gica de las crias
y 2) dilucidar la interaccion de éstas con el ambiente incubatorio y su efecto sobre el
tamafo corporal y la inmunocompetencia de las crias de tortuga Lepidochelys olivacea a

la emergencia del nido.
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. PLANTEAMIENTO DE HIPOTESIS

La condicion corporal materna, su nutricibn y el ambiente de incubacion determinan
la capacidad inflamatoria, la talla corporal, la expresion de genes de inflamacion en el
higado y bazo, el porcentaje de eclosion y emergencia de las crias de Lepidochelys

olivacea.
Predicciones:

1. El indice inflamatorio es mayor en las crias provenientes de madres con mayor
condicion corporal, mayor concentracion plasmatica de indicadores nutricionales y
emergidas de la condicién de incubacién con sombra.

2. La talla corporal es mayor en las crias provenientes de madres con mayor
condicion corporal, mayor concentracion plasmatica de indicadores nutricionales y
emergidas de la condicién de incubacién con sombra.

3. La expresion de genes de inflamacion es mayor en las crias provenientes de
madres con mayor condicién corporal, mayor concentracion plasmatica de
indicadores nutricionales y emergidas de la condicion de incubacién con sombra.

4. El porcentaje de eclosion y emergencia es mayor en los nidos provenientes de
madres con mayor condicion corporal, mayor concentracion plasméatica de

indicadores nutricionales e incubados con sombra.
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IV. OBJETIVOS
IV.1 Objetivo general

Determinar la interaccion entre el efecto materno y el ambiente de incubacion sobre la
capacidad inflamatoria, la talla corporal, la expresién de genes de inflamacion, el

porcentaje de eclosion y emergencia de crias de Lepidochelys olivacea.
IV.2 Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto materno y de la condicién de incubacién sobre el tamafio corporal
y la respuesta inflamatoria de las crias de tortuga Lepidochelys olivacea a la

emergencia.

2. Evaluar el efecto materno y de la condicion de incubacion sobre la expresion de

marcadores de inflamacién en higado y bazo.

3. Evaluar el efecto materno y de la condicion de incubacién sobre el éxito de eclosion

y emergencia.
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V. MATERIALES Y METODOS
Sitio de estudio

El estudio se llevo a cabo en el Santuario Playa La Escobilla (15°43'47" N 96°44' 23" W),
en el municipio Santa Maria Tonameca, Oaxaca de Juarez, México (Figura 1). La colecta
se realizé con la colaboracién de la cooperativa local del Centro Ecoturistico La Escobilla.
Se seleccionaron 20 hembras anidantes durante los dias 24 y 26 de febrero, 1y 2 de
marzo de 2023, bajo el numero de licencia SEMARNAT: SGPA/DGVS/09122/21 y de
acuerdo a la regulacion mexicana (NOM-059-SEMARNAT-2010; NOM-162-SEMARNAT-
2012). Los sitios de incubacion (Sin-sombra y Sombra) fueron construidos por el personal
del campamento uno al lado de otro con las mismas caracteristicas: separacion entre
nidos (80 cm) y riego previo a la reubicacion (15 dias antes). La Unica diferencia entre los

viveros fue la presencia de malla sombra (50%).

0 96°34°47.04" 0 96°44"34.08"

N 15°43°29.28"

N32* W'

N22730°

N17°30°

0117°30' 0112'30° 0107°30° 0102°30° 0©097'30° 092°300 087'30 08230

Figura 1. Localizacién del sitio de muestreo en Playa La Escobilla en el municipio de
Santa Maria Tonameca, Oaxaca, México.
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Evaluacion materna

El dnico criterio para la eleccion de las hembras fue la observacion del inicio de la
oviposicion. Se realizé una evaluacion visual para identificar lesiones externas y
parasitos, y una vez que la hembra inici6 la fase de trance se midio la longitud recta (LRC)
y el ancho recto del caparazon (ARC) desde el escudo nucal hasta el supracaudal usando
un calibrador (Titanium, max =1 m, d = 0.02 mm). Al final de la fase de trance se tomo
una muestra de 5 ml de sangre del seno venoso cervical, la cual se conservo en tubos
de heparina de litio en una hielera con refrigerante hasta su procesamiento en el
campamento. Al término de la oviposicion se registro la masa corporal de la hembra con

una bascula romana (Trupper, max = 50kg, d= 0.5 kg), y se calculé el indice corporal con

la férmula 222 %9 10000 (Espinoza-Romo et al., 2018).
LRC (cm)3

Las muestras de sangre fueron procesadas dentro de las 5 horas posteriores a su colecta
y empleadas para cuantificar: microhematocrito, soélidos totales, perfil leucocitario y
quimica sanguinea (n=20). Después de homogeneizar la muestra de sangre total, se
tomao una fraccion con un capilar heparinizado, el cual fue sellado con fuego, centrifugado
10 min a 4,000 rpm y usado para medir el microhematocrito. El plasma fue recuperado y
utilizado para medir los soélidos totales en un refractometro manual. Adicionalmente, una
muestra de sangre fue usada para realizar un frotis sanguineo, se dej6é secar al aire, se
tiid con colorante Wright y se cuantifico en el laboratorio. Los leucocitos se estimaron
contando las células blancas de 10 campos a una magnificacion de 400x y el resultado
se multiplicé por 1,500 para estimar la cantidad por microlitro (Sykes IV & Klaphake,
2008). El diferencial leucocitario se realiz6 a una magnificacién de 1000x siguiendo las
caracteristicas morfolégicas descritas para Lepidochelys olivacea (Zhang et al., 2011,
Maria et al., 2012). El resto de la muestra sanguinea se centrifug6 durante 10 min a 4,000
rpm, el plasma fue transferido a un tubo de microcentrifuga y se mantuvo en refrigeracion
para realizar una quimica seca dentro de las 24 horas posteriores a la toma de la muestra,
con el equipo CeleCare V5 (Mnchip, 41116105) en la Universidad del Mar campus Puerto
Escondido. Los analitos medidos en la quimica sanguinea fueron albumina, proteinas
totales, globulinas, el radio albumina/globulina, calcio, glucosa, nitrégeno ureico, fésforo,

amilasa, colesterol, bilirrubina total, fosfatasa alcalina, creatinina y creatinina kinasa.
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Reubicacién de nidos y registro de temperatura

La construccion de los nidos ex situ y la reubicacion de los huevos se llevé a cabo por la
misma persona. Los huevos fueron retirados inmediatamente después de ser
ovipositados, y colocados alternadamente en dos bolsas de algodon por nido para su
transporte. EI nimero de huevos por madre fue registrado y considerado como inversion
reproductiva. Todos los huevos fueron reubicados dentro de los 100 minutos posteriores
al inicio de la oviposicion. Se reubico la mitad de cada nidada en nidos Sin-sombra (n=20)
y la otra mitad en nidos con Sombra (n=20. Figura 2). Los nidos fueron identificados con
estacas de madera no invasiva con el numero de madre, fecha, hora de colecta, cantidad
de huevos sembrados y numero de sensor. Se registro la temperatura de 12 nidos (Sin-
sombra, n=7 y Sombra, n=5) con sensores Hobo®. Los sensores se colocaron en los
nidos procedentes de la misma madre a la mitad de la nidada, aproximadamente. La
temperatura de incubacion por cada sensor se registré tomando en cuenta la fecha y la
hora de reubicacion, asi como la fecha y hora de inicio de la emergencia para obtener
tanto los dias exactos de reubicacion-emergencia, como las temperaturas de cada hora
en ese intervalo. Las lecturas de los sensores fueron ingresadas a una tabla dinamica
(Abreu-Grogois et al., en preparacion) en la que se omitieron las primeras tres horas
registradas. Se calcularon los dias de incubacion, los dias por tercio de incubacion, las
temperaturas maximas, minimas, promedios de temperatura por tercios y promedio

general de temperatura.
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Figura 2. Disefio experimental. Se registraron parametros fisioldgicos (masa y longitud
corporal y sanguineos) de hembras anidantes (n=20). Las nidadas de cada hembra
fueron divididas y sembradas en nidos Sin-sombra (n=20) y nidos Sombra (n=20), y se
registré la temperatura de nidos seleccionados. Adicionalmente, se registraron
pardmetros fisiolégicos de las crias (masa y talla corporal) provenientes de cada
condicion, asi como su respuesta inflamatoria (n=20). Un individuo de cada nido fue

sexado (n=10).
Colecta de crias

Una semana previa a la fecha predicha de emergencia se colocaron cercos de malla criba
alrededor de los nidos, y desde un dia antes se monitorearon cada hora hasta la
emergenciay se registro la fecha y hora de inicio. Se colectaron diferentes crias de ambas
condiciones de incubacion para registrar: 1) parametros de condicion fisiolégica (masa y
longitud corporal), 2) respuesta inflamatoria (Sin sombra, n=20 y Sombra, n=20) y 3)
expresion de genes inflamatorios y sexo (Sin sombra, n=10 y Sombra, n=10). Para
evaluar la condicidn fisiologica se registré la masa corporal (OHAUS™ Scout Pro Sp 602,
Max 600 g, 142 d=0.01 g), la LRC y el ARC (Mitutoyo™, Max 200 mm, d=0.03 mm). Una

cria proveniente de los nidos con sensor de temperatura y de ocho nidos sin sensor (de
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las mismas madres) fue sometida a eutanasia por decapitacion inmediatamente después
de realizar las mediciones correspondientes (Robledo-Avila et al., 2022). Se colect6 una
muestra de sangre troncal, la cual fue centrifugada durante 10 min a 4,000 rpm para
separar el suero, que fue preservado en nitrégeno liquido para analisis posteriores. Se
disecaron el bazo y una porcion de higado (latero-ventral del I6bulo derecho), los cuales
fueron preservados en RNAlater (Invitrogen®) para andlisis de expresion génica.
Adicionalmente, el complejo génada-mesonefros fue preservado en formalina al 10% y
procesado mediante técnicas histoldgicas de rutina para identificar el sexo de las crias

(Herrera-Vargas et al., 2017).
Reto inflamatorio

Para el reto inflamatorio se retuvieron dos crias por nido, las cuales fueron transportadas
a una habitacion sin luz inmediatamente después del registro de sus medidas corporales.
Las crias se mantuvieron en tinas de plastico de acuerdo al nido de procedencia, fueron
constantemente hidratadas con atomizador, y se identificaron con una marca temporal
de pintura no téxica. Se midio el grosor basal de las aletas craneales, entre la segunda y
la tercera escama proximal (en su cara medial, a la altura de radio-ulna, tomando como
referencia anatémica el pisiforme. Figura 3). Se inocularon 30 ul de NaCl (0.9%) en la
aleta izquierda y 30 ul de PHA (1.78 mg/ml, en buffer de fosfatos 0.1M, Sigma-Aldrich)
en la aleta derecha previa antisepsia con alcohol al 70%. El grosor de cada aleta fue
medido a partir de las 8 horas post-inoculacion y cada 4 horas durante 24 horas, v el
indice inflamatorio fue calculado para cada medicién con respecto a la medida basal con
la féormula: inflamacion-basal/basal. Las crias fueron liberadas al finalizar las 24 horas de

monitoreo.
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Figura 3. Sitio de inoculacién en las crias. La flecha izquierda sefiala el sitio de
inoculacién de NaCl, mientras la flecha en la aleta derecha sefiala el sitio de inoculacion
de fitohemaglutinina (PHA).

Expresion de genes inflamatorios de higado y bazo

El bazo y una porcion del I6bulo derecho del higado de las crias se mantuvieron en
RNAlater a -70°C (Sin-sombra n=10, Sombra n=10) hasta su procesamiento en el
laboratorio. Se llevo a cabo la purificacion de ARN con TRIzol™ Reagent de Invitrogen
como lo indica el fabricante. La sintesis de cDNA se llevé a cabo con 100 ng/pl de ARN
total mediante el iScript™ cDNA Synthesis Kit de BioRad como lo indica el fabricante.
Las secuencias genéticas de interés fueron sintetizadas por T4Oligo (Tabla 1). La
cuantificacion de la expresion fue realizada mediante PCR RT con iTaq Universal SYBR
Green® Supermix en el Termociclador BioRad CX2000 empleando 250 ng/ul de cDNA
para todas las reacciones. La pureza del ARN y cDNA se evalu6 con espectrofotometro

Thermo Scientific™, NanoDrop™.

Tabla 1. Secuencias de cebadores y temperaturas melting (Tm).

Gen Secuencia del cebador Tm (°C)

r18sa Forward GCTAATACATGCCGACGAG 60

Reverse GGCCCGAGGTTATCTAGAG

hsf1P Forward GACAGCGGTTCAGCACATTC 60

Reverse AGTTGGCTGAAGAATCCGGG

hsp70? Forward TCTCCGTACAGCTTGTGAAC 60
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Reverse CCACGGAACAGATCAGC
hsp90® Forward GGATACTGGCATAGGGATG 57

Reverse CAACACCAAACTGACCAATC

tir4¢ Forward TCACTTATGGTTCTCTCCACCG 57.5

Reverse GGGAACTCCAGAGAGGTTCAA

rac1® Forward TTACACAGCGAGGCCTCAAG 60

Reverse CCTTGTTCCGAGCAAAGCAC

pi3k® Forward AGCGAGAGCTGAGGATCTTCTTT 60

Reverse CATGCCAAACCTTCATTGCTTCC

nfkbd Forward CGCGTGAGGCTCTTAAAATGG 60

Reverse TGGTCCATCTGTTCGTAGTGG

il6d Forward CAGTGATCATGCCAGACCCA 60

Reverse TCGAACAGCCCTCACAGTTT

tnfad Forward TGAGCACCGAAAGTCTGGTC 60

Reverse TCTGAAATGCAGCAGAGCGA

2 Tedeshi et al. (2015); nimero de acceso del gen: P PRINA675851, ¢ PRINA11872; ¢
Cocci et al. (2022).

Parametros de supervivencia

Una vez transcurridas 72 horas después de la emergencia, los nidos fueron excavados
para recuperar los sensores de temperatura, cuantificar las crias no emergidas y los
huevos no eclosionados. Los porcentajes de eclosion y de emergencia se calcularon con
las siguientes formulas: Porcentaje de eclosion= niumero de huevos-numero de huevos
no eclosionados/ nimero de huevos incubados*100. Porcentaje emergencia= numero de
huevos —(nimeros no eclosionados+crias vivas dentro del nido+crias muertas dentro del
nido) /namero de huevos incubados*100, como ha sido previamente descrito (Robledo-
Avila et al., 2022).

24



Analisis estadisticos

La normalidad e igualdad de la varianza se evalu6 con las pruebas de Shapiro-Wilk y
Levene, respectivamente. Se compard la temperatura promedio y la duracion de la
incubacion entre las condiciones de incubacién (Sin-sombra vs. Sombra) con la prueba t
de Welch. Se evallo el efecto de los indicadores de condicidon corporal, hemograma y
analitos bioquimicos de las hembras anidantes sobre la condicion corporal de las crias,
el indice inflamatorio (a las 8 y 12 horas) y la expresion de genes inflamatorios en bazo e
higado con modelos generalizados mixtos usando como factor interdependiente entre
condiciones de incubacion la identificacion materna y en todos los modelos una variable
materna en interaccion con la condicién de incubacion. Se seleccion6 el modelo con el
criterio de informaciéon de Akaike condicional (CAIC) mas bajo. Para comparar la
expresion de genes inflamatorios en bazo e higado se calcul6 el delta CT, en el que un
valor menor es igual a mayor expresion. Los indicadores de éxito de supervivencia

(porcentajes de eclosion y emergencia) se compararon con la prueba de Wilcoxon.

Los anadlisis se realizaron con R (R Core Team, 2020). Se utilizaron los siguientes
paquetes: readxl (Wickham & Bryan, 2019), Ime4 (Bates et al.,, 2015), ImerTest
(Kuznetsova et al., 2017), cAIC (Safken et al., 2018), performance (Ludecke et al., 2021),
DHARMa (Hartig, 2022) y sjPlot (Ludecke, 2023) y ggplot2 (Wickham, 2016).
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VI. RESULTADOS

Parametros de condicién materna

En las hembras anidantes no se encontraron lesiones evidentes, se presentaron alertas
y responsivas a estimulos externos. De las 20 hembras evaluadas, cuatro presentaron
epibiontes (20%) en baja cantidad (1-3 epibiontes) en el caparazén y cuello. Los
resultados de las variables de talla corporal, nimero de huevos, microhematocrito,

proteinas totales, perfil leucocitario y quimica sanguinea se resumen en la Tabla 2.

Tabla 2. Parametros corporales, numero de huevos ovipositados y hematologicos

medidos en sangre de las hembras anidantes.

Variables corporales Promedio+*EE Rango
Masa (kg) 29.96+1.38 20-46
LRC (cm) 57.30+0.8 47-61.5
ARC (cm) 53.4+0.9 43-64.5
ICC 1.64+0.12 1.12-3.76
Numero de huevos 91+4 50-117
Analito PromediotEE Rango
Hematocrito (%) 26.98+0.99 16-33
Leucocitos estimados/pul 7710.93+607.41 6187-12562
Heterofilos (%) 47.8+3.65 34-76
Linfocitos (%) 13.1+2.6 02-47
Monocitos (%) 8.7+0.90 02-15
Eosinofilos (%) 23.7+3.17 01-43
Basodfilos (%) 0.4+0.23 1-2
Albumina (g/dL) 1.66+0.05 1.3-2
Proteinas totales (g/dL) 3.65+0.15 2-4.7
Globulinas (g/dL) 1.99+0.12 1.1-2.6
Albumina/Globulinas 0.91+0.06 0.5-1.9
Glucosa (mg/dL) 99.2+3.64 65-135
Urea nitrogenada (mg/dL) 11.54+0.9 4.16-20.3
Creatinina (mg/dL) 1+0.08 0.4-1.51
Urea nitrogenada/creatina 14.9+2.43 04-39
Colesterol (mg/dL) 198.75+11.45 116-294
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Bilirrubina total (mg/dL) 0.3+0.02 0.14-0.59
Fosfatasa alcalina (U/L) 22.6+0.99 12-30
Amilasa (U/L) 134.949.2 81-211
Alanina aminotransferasa (U/L) 3 -
Creatina quinasa (U/L) 652.2+161.78 160-2323
Calcio (mg/dL) 18.74+0.12 17.1-19.4
Fosforo (mg/dL) 9.99+0.27 8.2-12.5

LRC, Longitud Recta del Caparazén; ARC, Ancho Recto del Caparazén; ICC, indice

de Condicién Corporal.

Registro de temperatura al interior de los nidos seleccionados, duracion de la

incubacion y sexo de las crias

La temperatura de incubacion fue mayor en los nidos Sin-sombra en comparaciéon con

los Sombra tanto para la temperatura promedio, como para aquéllas temperaturas del

primer, segundo y tercer tercio de incubacion. La duracion de la incubacion, el éxito de

eclosion y emergencia fueron menores en la condicion Sin-sombra. La condicion de

incubacion Sombra sesg6 la proporcion sexual hacia machos, mientras soélo se

identificaron hembras en los nidos Sin sombra. La masa y longitud corporal de las crias

fue menor en la condicion Sin-sombra vs. Sombra (Tabla 3).
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Tabla 3. Resumen de modelos t de Welch y Wilcoxon que muestran la comparacion de

diversos parametros entre las condiciones de incubacién Sin-sombra vs. Sombra.

Condicién de incubacion
Parametro Sin sombra Sombra Valor p
estadistico .

Temperatura (°C) Promedio Promedio

+ EE + EE
Promedio 33.7+0.48 30.8 £ 0.87 t(5.7)=6.7 <0.001
ler tercio 32.5+0.72 29.8 £ 0.52 t9.9=7.4 <0.001
2do tercio 33.7+£05 30.8 £ 0.59 t(7.9=8.8 <0.001
3er tercio 34.7+0.41 32 +0.64 t(6.3)=8.2 < 0.001
Dias de incubacion | Mediana | Mediana | |

46 50 W=461.5 <0.001

Exito de eclosién (%) | Mediana | Mediana | |

60.6 87.8 W=406.5 <0.01
Exito de emergencia (%) | Mediana | Mediana | |

34.5 83.33 W=436 <0.001
Sexo (%) Hembras (100) Machos (100)
Masa corporal (g) Promedio Promedio

+ EE + EE

15.90+0.17 16.98+0.14 t(110.74)=-4.84 <0.001

Longitud corporal (mm) mean £+ SEM mean £+ SEM

41.35%0.20 42.87+0.17 t(112.48)=-5.77 < 0.001

g.l, grados de Libertad calculados por ecuacion Welch—Satterthwaite; t, indicador t-
Student; W, indicador Wilcox test; p, p-value. Los valores en negrita denotan efectos
significativos en p < 0.05.

Talla corporal

Los leucocitos, creatinina, monocitos, longitud corporal, creatinina kinasa, relacion
albumina-globulina y fosforo plasméatico de las hembras anidantes interactian con la
condicién de incubacion para determinar la longitud corporal de las crias (Tabla 4 y
Grafica 1).
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Tabla 4. Resumen de modelos lineales mixtos generalizados que muestran la interaccion
entre las variables maternas con la condicion de incubacion que explican la longitud

corporal de las crias.

B t @ p R2
Longitud corporal (mm)
Intercepto 38.83 10.01 400 <0.001 0.26
LRC 0.04 0.63¢:. 0.532
Condicién de incubacioén 10.83 3.19u009 <0.01
LRC: Condicién de incubacioén -0.16 -2.7 11909 <0.01
Intercepto 42.02 55.11 160 <0.001 0.26
ICC -0.48 -1.120:12) 0.274
Condicién de incubacioén 0.02 0.024167 0.983
ICC: Condicion de incubacion 1.04 2.33us2 0.022
Intercepto 41.26 150.35056 <0.001 0.28
Leucocitos totales 0.66 2.4 550 0.025
Condicién de incubacién 1.55 7 641439 <0.001
Leucocitos totales: Condiciéon de
incubacién -0.78 -3.8uway <0.001
Intercepto 40.86 53.060:5, <0.001 0.25
Monocitos 0.06 0.66 52 0.514
Condicion de incubacién 3.10 5.70005 <0.001
Monocitos: Condicion de incubacion -0.18 -2.88u1241) <0.01
Intercepto 40.4 50.11 669 <0.001 0.26
Creatinina 0.89 1.130ss 0.270
Condicion de incubacién 3.45 5.54 166 <0.001
Creatinina: Condicion de incubacion -1.96 -3.9u1065) <0.01
Intercepto 39.93 39.00s.s <0.001 0.28
Amilasa 0.01 1.34 60 <0.001
Condicion de incubacién 3.59 4.26u1.49 0.189
Amilasa: Condicién de incubacién -0.01 -2.39%us39) 0.019
Masa corporal (g)
Intercepto 15.81 67.1505 <0.001 0.18
Condicion de incubacién 1.18 6.84 1119 <0.001

B, coeficiente de regresion, g.l., grados de libertad calculados por ecuacién Welch—
Satterthwaite; t, indicador t-Student; p, p-value; R2, coeficiente de determinacién marginal
o ajustado. Los valores en negrita denotan efectos significativos en p < 0.05.
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Grafica 1. Figuras que muestran la longitud corporal de las crias en funcién de la
interaccidn entre variables corporales y hematologicas maternas: A) Longitud corporal,
LCR; B) indice de condicion corporal, ICC; C) Leucocitos totales, D) Monocitos, E)
Creatinina, F) Amilasa con el ambiente incubatorio Sin-sombra (rojo), Sombra (azul). Las
areas sombreadas muestran los intervalos de los coeficientes de regresion, p < 0.05

indica pendientes significativamente diferentes.
Reto inflamatorio

El indice inflamatorio fue mayor en las crias provenientes de la condicién de incubacion
Sin-sombra tanto a las 8 (0.38+0.05, 0.22+0.05 Promedio +tEE, W=805, p=0.003) como a
las 12 horas post inoculacion (0.30+0.03 vs 0.16+0.02 Prom.+EE, te4s7=-3.4, p=0.001,
Gréfica 2). Los modelos lineales mixtos con las variables maternas no cumplieron los
supuestos estadisticos para el indice inflamatorio, por lo que Unicamente se comparé la

condicién de incubacion.
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Grafica 2. La figura muestra la distribucién del indice de inflamacién de las dos
condiciones de incubacién, la linea horizontal en cada caja muestra el promedio. El indice
de inflamacion fue mayor en las crias emergidas de la condicion Sin-sombra (rojo) vs.
Sombra (azul) a las 8 (0.38+0.05, 0.22+0.05 Promedio +EE, W=805, p=0.003) y 12
(0.30+£0.03 vs 0.16+0.02 Prom.tEE, tessn=-3.4, p=0.001) horas post-inoculacion. Los

asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas a p < 0.05

Expresion de genes inflamatorios en higado y bazo

Los leucocitos estimados de las hembras anidantes tanto en interaccion con el ambiente
como en un solo término explican la variacion de la expresion de hsp90 en el bazo, los
linfocitos en interaccion con el ambiente explican la expresion de hsp70, racl en el bazo

y nfkb en el higado. La albumina en interaccién con el ambiente incubatorio explica la
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expresion de nfkb en el bazo. En el higado la interaccion de la creatinina con la condicion
Sombra explica la expresion de hsp70 y 90 (Grafica 3). Los modelos lineales

generalizados mixtos se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5. Resumen de los modelos lineales generalizados mixtos que muestran la
interaccion de las variables maternas con la condicién de incubacion para explicar la

variacion en la expresion de genes inflamatorios en el bazo e higado de las crias.

B t(g.l.) p R2
Bazo
hsp70 (lineal mixto) 0.48
Intercepto 12.15 14.15@4.00) <0.001
Linfocitos (%) 0.06 1.31a194) 0.215
Sombra 0.24 0.22(10.23y 0.832
Linfocitos (%): Sombra -0.16  -2.81(1029) 0.018
hsp90 (lineal mixto) 0.43
Intercepto 13.86 19.99u069 <0.001
Leucocitos estimados 1.46 2.191363 0.047
Sombra -2.52 -2.81(1036) 0.018
Leucocitos estimados: Sombra -2.07 -2.35@1037  0.040
racl (lineal mixto) 0.54
Intercepto 16.00 19.28(14.00) <0.001
Linfocitos (%) 0.02 0.58(1231y 0.570
Sombra 0.24 0.22(1054)  0.830
Linfocitos (%): Sombra -0.16  -2.83(@061) 0.017
pi3k (lineal) 0.37
Intercepto 19.40 4.78u.06) <0.001
Glucosa -0.001 -0.03(0.04) 0.977
Sombra 9.96 1.74(.73) 0.104
Glucosa: Sombra -0.11  -2.03(0.06) 0.062
nfkb (lineal mixto) 0.68
Intercepto 1554 5.15a124) <0.001
Albumina 191 1.01a114) 0.334
Sombra 16.16  3.61(9.45) 0.005
Albumina: Sombra -12.07  -4.199.56) 0.002
Higado
hsp70 (lineal mixto) 0.36
Intercepto 11.65 10.56@as99) <0.001
Creatinina 2.71 2.51as06) 0.024
Sombra 2.34 1.84(9.74) 0.097
Creatinina: Sombra -3.97  -3.10(9.75) 0.012
hsp90 (lineal mixto) 0.46
Intercepto 10.58 6.07@91) <0.001
Creatinina 4.61 2.61(10.10) 0.026
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Sombra 1.63

1.12(7.20) 0.300

Creatinina: Sombra -4.63  -3.04(7.49) 0.017
nfkb (lineal mixto) 0.65
Intercepto 20.92 31.78a391) <0.001
Linfocitos (%) -0.20  -5.51(@3.00 <0.001
Sombra -3.39  -3.71@o0s) 0.004
Linfocitos (%): Sombra 0.25 5.20@0.220 <0.001

B, coeficiente de regresion; g.l., grados de Libertad calculados por ecuacion Welch—
Satterthwaite; t, indicador t-Student; p, p-value; R2, coeficiente de determinacion marginal
o ajustado. Los valores en negrita denotan efectos significativos a p < 0.05.
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Gréfica 3. Figuras que muestran la expresiéon de mRNA en bazo (A-D) e higado (E-G) de
las crias en funcién de la interaccion entre variables hematoldgicas y bioquimicas
maternas con el ambiente incubatorio, Sin-sombra (rojo), Sombra (azul). A) hsp70 vs.
Linfocitos; B) hsp90 vs. Leucocitos totales ; C) racl vs. Linfocitos, D) nfkb vs. Albumina;
en el higado E) hsp70 vs. Creatinina, F) hsp90 vs. Creatinina y G) nfkb vs. Linfocitos. Lo

valores mas altos representan menor expresion. Las areas sombreadas muestran los

diferentes.

intervalos de los coeficientes de regresion, p < 0.05 indica pendientes significativamente
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VIIl. DISCUSION

Este estudio evalud el efecto de los parametros bioquimicos y la condicion corporal de
las hembras anidantes y su interaccion con la condiciéon de incubacion Sin-sombra vs.
Sombra sobre las variables corporales, intensidad inflamatoria y expresion de genes
inflamatorios en bazo e higado de las crias a la emergencia. Las variables corporales
(LRC, ARC, Masa, ICC) y hematologicas (hemograma y quimica sanguinea) de las
hembras anidantes estuvieron dentro de los parametros reportados para la especie
(Brenes et al., 2013). Las condiciones de incubacion Sin-sombra vs. Sombra generaron
temperaturas de incubacidn contrastantes y todas las variables de respuesta de las crias
se vieron influenciadas por el ambiente incubatorio; las crias emergidas de Sin-sombra
fueron hembras y de Sombra machos. La longitud corporal y algunas variables
hematoldgicas en su mayoria en interaccién con el ambiente incubatorio influenciaron la
configuracion corporal e inmunitaria de las crias, pero no la intensidad inflamatoria. El
efecto del sexo sobre las variables de respuesta como la inflamacién y la expresion de

genes inflamatorios de las crias tendran que ser dilucidados en futuras investigaciones.

La respuesta inflamatoria a PHA y el sexo fueron explicados por la condicion de

incubacioén

De acuerdo con estudios previos en la misma playa (Robledo-Avila et al., 2022), la
incubacion en viveros con Sombra redujo las temperaturas dentro de los nidos lo
suficiente como para aumentar la duracion de la incubacion y sesgar completamente el
sexo de las crias. Ademas, la condicibn Sombra aumenté los pardmetros de
supervivencia (éxito de la eclosion y la emergencia) como ha sido reportado
anteriormente (Booth et al., 2015; Robledo-Avila et al., 2022). Sin embargo,
contrariamente a lo esperado, la respuesta inflamatoria con el desafio de PHA fue menor
en las crias incubadas en la condiciébn Sombra en comparacién con las crias emergidas
en la condicion Sin-sombra. Las temperaturas de incubacion mas altas se han asociado
con la activaciéon de vias metabdlicas, inflamatorias y prooxidantes (Teidel et al., 2016).
Especificamente, las temperaturas de incubacion mas céalidas en tortugas marinas recién
emergidas se han asociado con un aumento de los indicadores relacionados con la

inflamacion (Fleming et al., 2020), asi como con una mayor actividad de prooxidantes (es
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decir, peréxido de hidrogeno) y antioxidantes (es decir, capacidad antioxidante total.
Robledo-Avila et al., 2023). Por lo tanto, es probable que las temperaturas mas calidas
promuevan una respuesta inflamatoria méas intensa debido al aumento del metabolismo
y la activacion inmunitaria. Dado que los nidos sombreados sesgan la determinacién del
sexo hacia los machos, mientras que los nidos sin sombra promueven el desarrollo de
las hembras, es imposible separar la respuesta inflamatoria del sexo de las crias. Sin
embargo, ademas de identificar si se trata 0 no de un efecto ligado al sexo, cabe resaltar
que es un efecto directo de la condicién de incubacion. Estudios futuros deberian
determinar si la respuesta inflamatoria reducida en los machos se asocia con una
respuesta inmunitaria mas débil o solo con una respuesta local reducida a un mitégeno,
como se sugirid anteriormente (Sanchez & Refsnider, 2017). Asi mismo, se debera
explorar la influencia de otras variables maternas como el estado inmunitario de las
hembras anidantes, ya que nuestro estudio no descarta la participacion materna con las

variables evaluadas.

Algunos estudios ecologicos sugieren que el objetivo de modular la temperatura en
incubaciones ex-situ deberia considerar incubar a temperaturas pivotales, es decir que
se produzcan el 50 % de machos y hembras (DeGregorio & Southwood, 2011). Para lo
anterior deberia considerarse hacer estudios diagndsticos de diferenciacion sexual y
resistencia térmica, sobre todo en playas con alta produccién de crias ya que se ha
sugerido son diferentes umbrales térmicos entre poblaciones (DeGregorio & Southwood,
2011; Tanabe et al., 2020;).

La longitud corporal materna y el ambiente de incubacion interactian para determinar la

configuracion corporal e inmunitaria de las crias

Las crias incubadas en la condicibn Sombra tuvieron una mayor longitud corporal en
comparaciéon con las incubadas en Sin-sombra. La longitud corporal de las hembras
anidantes, el indice de condicidon corporal, los leucocitos totales, el porcentaje de
monocitos, la creatinina, y la amilasa en interaccién con el ambiente incubatorio se
asociaron con la longitud corporal de las crias. Un efecto contrario se observé entre las
condiciones de incubacion, que a excepcion del ICC tienen relacion negativa en la

condiciobn de incubacién Sombra. La cantidad de leucocitos estimados tanto en
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interaccion con la condicién de incubacion como sin interaccion, se asocio con la longitud
corporal de las crias. Estos resultados resaltan la importancia del estado inmunitario de
la hembra anidante sobre el fenotipo de su descendencia, como ha sido previamente
sugerido (Brown & Shine, 2016; Virgin et al., 2022).

La expresion basal de genes de inflamacion (tlr4, racl, pi3k, nfkb, il6 y tnfa) y estrés
térmico (hsfl, hsp70 and hsp90) a la emergencia del nido tanto en el bazo como en el
higado fue mayor en las crias incubadas en la condicidbn de Sombra. Las variables
maternas que en interaccién con la condicion de incubacion se relacionaron con la
expresion de estos genes fueron los leucocitos estimados, el porcentaje de linfocitos, la
concentracion de albumina y creatinina. En todos los casos las variables maternas
interactuaron diferencialmente para explicar la expresion de mRNA. Aunqgue lo anterior
pareciera contradictorio con la respuesta inflamatoria frente a PHA que fue mayor en la
condicion Sin-sombra, la determinacion de la expresion de mRNA fue en condiciones
basales, es decir previo al reto. Se ha sugerido que las vias inflamatorias
desencadenadas por racl y nfkb estan involucradas en la defensa antioxidante, por lo
gue una mayor expresion podria reflejar esta condicion en las crias incubadas en Sombra
(Cuadrado et al., 2014).

Los resultados indican que las interacciones entre efectos maternos con la condicion de
incubacion Sombra generan tanto menor longitud corporal como una mayor expresion de
indicadores de inflamacion, lo que resalta la fuerte presion ambiental generando mayor
variacion fenotipica en la condiciébn con menor temperatura de incubacién.  Dado que
los efectos maternos son sensibles a la variacion ambiental, los efectos maternos
anticipatorios podrian promover fenotipos 6ptimos cuando el ambiente coincide con el
predicho por la madre (es decir, condicion Sin-sombra). Sin embargo, cuando la progenie
estd expuesta a ambientes no previstos por la hembra anidadora (es decir, condicion
Sombra), los efectos maternos pueden mediar en las compensaciones entre los
reguladores fisioldgicos que dan como resultado fenotipos divergentes (Hibshman et al.,
2018; Vrtilek et al., 2021). Hasta donde sabemos, esta variacion dependiente del medio
ambiente en los efectos maternos representa una forma de interaccibn materno-

ambiental que no ha sido estudiada en las tortugas marinas. Nuevamente, estos efectos
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maternos modulados por el medio ambiente podrian estar asociados con el sexo de las
crias. En cualquier caso, es una forma novedosa de entender las relaciones madre-

ambiente que determinan el desarrollo 6ptimo de la descendencia.
Parametros de supervivencia

El porcentaje de eclosion y emergencia fue mayor en la condicion Sombra vs Sin-
sombra, lo cual se ha asociado mayor éxito de supervivencia a menores temperaturas de
incubacion (Tedeschi et al., 2016, Robledo-Avila et al., 2022). Por el contrario, se ha
documentado expresion de genes asociados al desarrollo embrionario a la baja cuando
los embriones experimentan temperaturas elevadas por encima del limite térmico
(Bentley et al., 2017). Aunque en este estudio los modelos lineales mixtos entre la
condicion de incubacién y las variables maternas no cumplieron con los supuestos
estadisticos no se descarta la influencia materna en el éxito de supervivencia como ha
sido descrito en otras especies y se debera seguir evaluando en futuras investigaciones
(Perrault et al., 2012).
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VIII. CONCLUSION

Este estudio evaluo el efecto de los indicadores maternos, asi como el efecto de dos
condiciones de incubacién contrastantes y su interaccion, sobre el tamafio corporal, la
inflamacion y la configuracion inmunitaria en las crias de tortuga marina. El tamafio
corporal y la expresibn de ARNm fueron mas altos en las crias incubadas en nidos
sombreados, mientras que la respuesta inflamatoria a un desafio con PHA fue de menor
intensidad. Los resultados muestran que los factores maternos y ambientales, y su
interaccidn, determinan el tamario corporal de las crias y la expresion de ARNm de genes
relacionados con el estrés térmico y la inflamacion, mientras que las condiciones de
incubacion explican la inflamacién y el sexo. Juntos, los resultados sugieren que el
tamafio del cuerpo de las crias y la configuracién inmunitaria son el resultado de un efecto
materno modulado por el medio ambiente que debe tenerse en cuenta al disefiar

estrategias de conservacion.
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