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. RESUMEN GENERAL

La reubicacion de huevos en nidos ex-situ es una de las estrategias mas utilizadas
para mitigar la pérdida de nidadas de tortugas marinas. Sin embargo, esta estrategia
se ha asociado con alteraciones en la ontogénesis del cerebro y las gonadas, asi
como en el tamafo corporal y el desempeino locomotor en crias a la emergencia. El
objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la reubicacion de huevos en nidos
ex-situ sobre la respuesta innata y la condicién corporal en crias de Lepidochelys
olivacea a la emergencia del nido. Se evalué la citoarquitectura de bazo y la
cuantificacién de leucocitos como indicadores de la configuracion inmunitaria. Las
variables medidas en plasma sanguineo como indicadores de la funcion inmunitaria
fueron: 1) actividad de la fosfatasa alcalina; 2) capacidad litica del sistema del
complemento; y 3) capacidad antioxidante-oxidante. Adicionalmente se cuantifico la
expresion de las proteinas de choque térmico (HSP) 70 y 90 y del receptor tipo Toll
(TLR) 4 en bazo e higado. Se determiné el tamafio corporal, el sexo de las tortugas
y la temperatura de la arena. Se cuantific el éxito de eclosién y de emergencia de
los nidos. Se observo que las temperaturas bajas de la arena en nidos ex-situ
favorecieron un sesgo hacia los machos. Las crias ex-situ presentaron mayor: 1)
talla corporal, 2) desarrollo de la citoarquitectura de bazo, 3) proporcién de
heterofilos; asi como una menor proporcidon de monocitos. Se observd que la
reubicacion ex-situ no altero la actividad de la fosfatasa alcalina, la capacidad litica
del complemento, ni la expresion de TLR4. Sin embargo, la capacidad antioxidante-
oxidante y la expresion de las HSP70 y 90 mostraron una respuesta diferencial.
Estos resultados sugieren que la reubicacion ex-situ esta asociada a una mejor
configuracion inmunitaria y de condicion corporal, con un sesgo en la diferenciacion
sexual, sin alterar su respuesta innata basal. La reubicacidon ex-situ incrementa el
éxito de eclosion y de emergencia de las crias de L. olivacea, favoreciendo una

mayor sobrevivencia.

Palabras clave: reubicacion de nidos, eco-inmunologia, respuesta innata,

configuracion inmunitaria, tortugas marinas.
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Il. ABSTRACT

Sea turtle egg relocation to ex-situ hatcheries is an effective strategy to mitigate the
loss of clutches. Nevertheless, it alters the ontogenesis of the brain and gonads, as
well as body size and locomotor performance at nest emergence. This work
evaluated the effect of the egg relocation to ex-situ nests on the innate response and
body condition of Lepidochelys olivacea hatchlings at nest emergence. Splenic
cytoarchitecture and leukocyte quantification were used as proxies of the immune
configuration. We measured proxies of the immune function in plasma: 1) alkaline
phosphatase activity; 2) lytic capacity of complement; and 3) antioxidant-oxidant
capacity. Additionally, the expression of heat shock proteins (HSP) 70 and 90 and
Toll-like receptor (TLR) 4 in the spleen and liver were quantified. Body size, turtle
sex and sand temperature were determined. Hatching success and the emergence
success was quantified. Low sand temperatures in ex-situ nests favored males.
Better immune configuration and body size were associated with ex-situ
conservation. Ex-situ relocation did not alter alkaline phosphatase activity,
complement lytic capacity or TLR4 expression. However, the antioxidant-oxidant
capacity and expression of HSP70 and 90, showed a differential response. These
results suggest that ex-situ relocation is associated with a better immune
configuration and body condition, with a bias in sexual differentiation, without altering
the basal innate immune response. Ex-situ relocation increased hatching and

emergence success of L. olivacea, favoring a higher survival success.
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lll. INTRODUCCION GENERAL

Las tortugas marinas, a nivel internacional, son consideradas especies amenazadas
(IUCN, 2021). Su vulnerabilidad permanece a lo largo de su ciclo de vida, desde
etapas embrionarias hasta etapas juveniles y adultas (Eckert, 2000). Sus principales
amenazas son a causa del impacto antropogénico (Mashkour et al., 2020). Para
reducir estas amenazas, existen estrategias que promueven la proteccion de las
tortugas a lo largo de su ontogenia. Una de las practicas mas empleadas es la
reubicacion de huevos a nidos ex-situ en viveros una vez que la hembra anidante
ovipositd los huevos in-situ (Boulon, 2000; Mortimer, 2000). Esta estrategia ha
demostrado su eficiencia al incrementar el numero de individuos que emergen de
los nidos protegidos ex-situ. Sin embargo, varios trabajos han sugerido que esta
estrategia de conservacion altera el desarrollo de las tortugas marinas. De esta
manera se ha documentado una disminucion en el éxito de la eclosion y la
emergencia de las crias, asi como una disminucién en la talla corporal y en las
habilidades motoras (Maulany et al., 2012; Kobayashi et al., 2017; Ware y Fuentes
2018).

Estudios previos realizados por nuestro grupo de trabajo, han evaluado la
neurogenesis y la ovariogénesis como indicadores de desarrollo embrionario éptimo
en tortugas marinas a la emergencia del nido (machos: Herrera-Vargas et al., 2017
y hembras: Unda-Diaz et al.,, 2022). Los resultados de estos estudios han
demostrado que la incubacion ex-situ se asocia con alteraciones en el desarrollo de
estructuras cerebrales homologas al hipocampo en mamiferos, asi como en los
testiculos y en los ovarios. Aunque la relevancia funcional de estas alteraciones

para la supervivencia de las tortugas aun no ha sido evaluada, estudios previos en
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otros vertebrados sugieren que las tortugas tendran dificultades en su desempefio
cognoscitivo, conductual y probablemente en el reproductivo (Lajud y Torner, 2015;
Cheny Liu, 2016; Amiel et al., 2017; Monniaux, 2018). Ademas, los trabajos previos
de nuestro grupo han documentado un incremento en el tiempo que las tortugas
marinas invierten en re-incorporarse cuando son colocadas sobre su dorso (Unda-
Diaz et al., 2022). Este parametro ha sido utilizado como un indicador de
supervivencia en playa, debido a que entre menor tiempo inviertan las crias en
alcanzar el mar, mayores seran sus oportunidades de sobrevivir (Stewart et al.,
2019; Martins et al., 2020).

Adicionalmente, en un intento por identificar los factores abidticos que podrian
alterar el desarrollo de las crias incubadas en nidos ex-situ, se ha evaluado el efecto
de factores como la temperatura, la humedad y el tamano de las particulas de arena
(Gatto y Reina 2020; Suhaimi et al., 2020; Tezak et al., 2020). Variables como la
temperatura, la humedad y el porcentaje de arena gruesa y limo son distintos entre
los dos tipos de incubacion (ex-situ vs in-situ). Sin embargo, no ha sido posible
identificar la contribucion diferencial de cada una de estas variables en los fenotipos
observados (Saito et al., 2019; Stewart et al., 2019; Gatto et al., 2021).

La inmunocompetencia puede ser definida como la habilidad que tiene el individuo
para diferenciar eficientemente lo propio de lo extrafio y desencadenar una
respuesta inmunitaria especifica para cada patégeno en particular, minimizando el
dano tisular y privilegiando la supervivencia del organismo (Pérez et al., 2016). Se
ha propuesto que en organismos ectotermos la inmunocompetencia es configurada

desde etapas tempranas del desarrollo por factores como: temperatura (Li et al.,
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2013), humedad (Brown y Shine, 2018) y el efecto materno (ej. tamafio corporal,
reserva de nutrientes en huevo, genética) (Booth et al., 2013; Brown y Shine, 2018).
Debido a que una de las principales amenazas para la supervivencia de las
poblaciones silvestres de tortugas es el incremento de retos infecciosos y no
infecciosos (Hoh et al., 2020; Gleason et al., 2020; Mashkour et al., 2020), y aunado
a la creciente necesidad de proteger los huevos de tortugas ex-situ para garantizar
su supervivencia, este trabajo tuvo como objetivo general evaluar el efecto de la
estrategia de conservacion ex-situ sobre el desarrollo del sistema inmunitario y la
condicion corporal en crias de tortuga marina Lepidochelys olivacea, a la
emergencia del nido. Para ello, este trabajo fue dividido en dos capitulos: el primero
tuvo como objetivo determinar el efecto de la reubicacién de huevos en nidos ex-
situ sobre la configuracion inmunitaria basal (ej. citoarquitectura del bazo y
poblaciones leucocitarias) y la talla corporal en crias a la emergencia del nido. El
segundo capitulo tuvo como principal interés describir el efecto de la estrategia de
conservacion sobre algunos de los mecanismos efectores de la respuesta innata
(ej. actividad de la fosfatasa alcalina, capacidad litica del sistema del complemento,
actividad oxidante-antioxidante y expresion de proteinas de choque térmico) a la

emergencia del nido.
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IV. ANTECEDENTES GENERALES
i.  Tortugas marinas y estrategias de conservacion

En las playas de México anidan seis de las siete especies de tortugas marinas,
todas catalogadas como en peligro de extincion (P) por la Norma Oficial Mexicana
NOM-059-SEMARNAT-2012. La situacion actual de las poblaciones de tortugas
marinas es atribuida principalmente a las alteraciones antropogénicas (ej. pesca
incidental, contaminacién, robo de nidadas y comercio de sus productos; Eckert,
2000), asi como a consecuencia del cambio climatico (Hawkes et al., 2007), el
incremento de la temperatura (Staines et al., 2019), inundaciones, erosion de la
playa (Pfaller et al., 2009), y la incidencia de enfermedades emergentes (Mashkour
et al., 2020).

En un intento por contrarrestar la potencial extincion de las poblaciones de tortugas
marinas, se han implementado estrategias de manejo y conservacion que tienen
como meta global “promover su supervivencia a largo plazo, incluyendo la
recuperacion sostenida de poblaciones diezmadas y la proteccion de habitats
criticos” (Eckert, 2000). Una de las estrategias de conservacion de nidadas de
tortuga principalmente empleadas en todo el mundo por su viabilidad en el manejo
y como un potencial programa ecoturistico, es la proteccion ex-situ. Para llevar a
cabo esta estrategia, los huevos recién ovipositados in-situ por la tortuga anidante
son removidos y reubicados en viveros protegidos (Mortimer, 2000). En México esta
estrategia de conservacion esta regulada por la Norma Oficial Mexicana NOM-162-
SEMARNAT-2012 (Figura 1). Sin embargo, a pesar de seguir lineamientos
internacionales, los nidos ex-situ pueden presentar diferencias estructurales, lo cual

se ha sugerido podria: 1) incrementar la incidencia de hongos y parasitos (Hoh et
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al., 2020; Gleason et al., 2020); 2) reducir el éxito de eclosion (Gammon et al., 2020);
3) disminuir el tamafo corporal y la locomocién de las crias (Herrera-Vargas et al.,
2017; Bladow y Milton, 2019); 4) sesgar la diferenciacion sexual (Jensen et al.,
2018); y 5) alterar el desarrollo cerebral y gonadal de las crias a la emergencia
(Herrera-Vargas et al., 2017; Unda-Diaz et al., 2022). Sin embargo, debido a las
constantes amenazas de depredacion humana y animal, asi como a factores
climaticos, la reubicacion de nidos ex-situ es la practica mas comun y eficiente para
favorecer la emergencia de las tortugas marinas. De hecho, es la Unica opcion para
poblaciones muy diezmadas como la de la tortuga verde (Chelonia mydas), carey

(Eretmochelys imbricata) y laud (Dermochelys coriacea; IUCN, 2021).
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Figura 1. Representacion esquematica de las recomendaciones del manejo y
distribucion de nidos en vivero ex-situ para los campamentos en México (NOM-162-
SEMARNAT-2012). 1) Estructura del vivero, se sefialan las medidas estandar para
la creacion y proteccion de los viveros. 2) La distancia entre nidos debe tener al
menos un metro cuadrado de separacién para evitar perturbaciones y se
recomienda distribuir los nidos como se observa en la figura. 3) La estructura y
medidas para la construccion de los nidos son especificas de especie. En este caso
se presentan las medidas recomendadas para la especie L. olivacea. 4)
Confinamiento de crias en cerco previo a la emergencia para llevar a cabo un
registro del numero que emergen de cada nido para su subsecuente liberacién al
mar. 5) Fotografias representativas de la boca y el cuello de los nidos in-situ y ex-
situ evaluados en este trabajoo. Dentro de los nidos se observa un sensor, el cual
fue colocado para registrar la temperatura durante la incubacion.

17



ii.  Sistema inmunitario de reptiles

El sistema inmunitario es el encargado de diferenciar lo propio de lo extrafio y
asegurar la integridad del individuo a través de funciones como el reconocimiento y
la eliminacion de células andmalas (ej. potencialmente cancerigenas o dafiadas), la
reparacion tisular (Nicholson, 2016) y la defensa contra patégenos y agentes toxicos
(Zimmerman et al., 2010).

Los reptiles al igual que el resto de los vertebrados presentan una respuesta
inmediata o innata y una respuesta tardia o adaptativa. A continuacion, se
describiran algunos de los principales componentes del sistema inmunitario

presentes en reptiles, haciendo énfasis en la respuesta innata (Tabla 1)
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Tabla 1. Componentes del sistema inmunitario innato de reptiles y su contraparte
en mamiferos®.

Componente Mamiferos Reptiles
GENERAL
Temperatura fisiologica ) Endotermos Ectotermos
BARRERAS FISICAS Y QUIMICAS
Epitelios * *
Enzimas * *
Mucilago *
Sustancias antimicrobianas * *
ORGANOS LINFOIDES PRIMARIOS
Timo * *
Médula 6sea * *
ORGANOS LINFOIDES SECUNDARIOS
Bazo * *
Centros germinales/Agregados de tejido Centros Agregados de tejido linfoide
linfoide (PALS y PELS) germinales (PALS y PELS)
Placas de Peyer *
Tejido linfoide asociado al intestino (GALT) * *
Nédulos linfaticos *
LEUCOCITOS
Neutrofilos/Heterofilos Neutrofilos Heterdfilos
Monocitos * *
Linfocitos * *
Eosindfilos * *
Basofilos * *
Azurdfilos *
CITOCINAS
ENZIMAS
Fosfatasas * *
Lisozimas * *
SISTEMA DE COMPLEMENTO
Via Alternativa * *
Via Clasica * *
Via de las Lectinas * *

Modificado de Biller-Takahashi y Urbinati, 2014; Zimmerman, 2020. Se destacan en
rojo los componentes que fueron evaluados en el presente trabajo.

19



ii. ~ Organos linfoides
Los 6rganos linfoides primarios de los reptiles son la médula 6sea y el timo. En estos
sitios se originan, desarrollan y maduran las células del sistema inmunitario. La
meédula ésea es el sitio de hematopoyesis, y el timo es el lugar donde los linfocitos
T alcanzan la madurez y su estadio de competencia funcional (Pérez-Torres, 2016).
Los 6rganos linfoides secundarios de los reptiles estan integrados por el bazo y el
tejido linfoide asociado al intestino (GALT, por sus siglas en inglés). El bazo es el
organo mas importante para el desarrollo de la respuesta humoral en reptiles y
funge como un filtro de eritrocitos senescentes y/o dafados (Kassab et al., 2009;
Stacy et al., 2021). Este 6rgano esta involucrado en el reciclaje y almacén de hierro,
y permite la presentacion antigénica (Neely y Flajnik, 2016). Sin embargo, no
presenta nédulos linfoides y no forma centros germinales, como en el caso de los
mamiferos (Neely y Flajnik, 2016; Zimmerman et al., 2010). La organizacioén celular
del bazo en reptiles se caracteriza principalmente por dos regiones: la pulpa roja,
formada por eritrocitos y melanomacréfagos; y la pulpa blanca, formada por
linfocitos T y B agregados en el tejido linfoide asociado a las vainas periarteriolares
(PALS) y perielipsoidales (PELS) (Zhang et al., 2019a). Por su parte, la mucosa del
GALT posee los componentes necesarios para dar inicio a una respuesta
inmunitaria (ej. linfocitos B, T y células dendriticas), atrapando y procesando

antigenos en las paredes intestinales (Tizard, 2009).

iv.  Respuesta innata
La respuesta innata es la primera linea de defensa frente a los microorganismos, es

de accion rapida (ej. horas a dias), inespecifica (ej. distincion entre diversos tipos
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de patdgenos) y no genera memoria inmunitaria. En reptiles la respuesta innata es
robusta, e incluye un grupo diverso de moléculas y células homodlogas a las de
mamiferos (Zimmerman et al., 2010). Sus principales componentes son: a) barreras
fisicas, quimicas y microbioldgicas (ej. epitelios, enzimas, mucilago y sustancias
antimicrobianas); b) células fagociticas, inflamatorias y citoliticas como heterofilos
(homdlogos de neutrdfilos), macrofagos eosinofilos, basdfilos y células asesinas
naturales; c) proteinas sanguineas como los factores del sistema del complemento,
enzimas (ej. fosfatasas y lisozimas) y otros mediadores de la inflamacion (ej.
especies reactivas de oxigeno o ROS por sus siglas en inglés) (Biller-Takahashi y
Urbinati, 2014; Ferat, 2016; Bojalil-Parra et al., 2016; Rader, 2017).

Las fosfatasas alcalinas son isoenzimas localizadas en la membrana celular
capaces de catalizar por hidrélisis a fosfatos organicos presentes en el espacio
extracelular (Sharma et al., 2014). Para llevar a cabo dicha hidrdlisis requieren de
cofactores como el zinc (Zn+) y el magnesio (Mg+). Estas isoenzimas se encuentran
de manera general en diferentes tejidos (ej. higado, rifidn, intestino, tejido 6seo), y
son liberadas al torrente sanguineo a través del higado y el tejido 6&seo,
principalmente. El suero concentra poco mas del 80% de las fosfatasas
inespecificas (Rader, 2017). Estos niveles son dependientes del desarrollo del
individuo, de manera que se presentan en mayores concentraciones en etapas de
crecimiento y desarrollo 6seo (Moss, 1987). En reptiles se ha descrito que la
actividad enzimatica de la fosfatasa alcalina se incrementa durante la inflamacion y
en presencia de un estrés oxidante (Dang et al., 2015).

En reptiles se ha descrito que el sistema del complemento actua a través de tres

vias: la via clasica, la via alternativa y la via de las lectinas (Zimmerman, 2020). La
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via alternativa es uno de los mecanismos mas estudiados en reptiles. Esta via se
activa cuando las proteinas reconocen de manera directa patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMPs por sus siglas en inglés) o por contacto con las
membranas celulares. La cascada inicia con la hidrélisis de la proteina C3, lo que
da lugar a la amplificacién del factor C3bBb3b, un complejo de proteinas que a su
vez permite la activacion de la convertasa de C5 iniciando asi la fase litica (Ferat et
al., 2016; Riera-Romo et al., 2016). La via alternativa del complemento desempefia
un papel importante en la fase temprana de las infecciones y en la respuesta
inmunitaria de los neonatos (Ferat et al., 2016). Se ha descrito que en los reptiles
esta via tiene la mayor capacidad litica, superior a la de las aves y mamiferos
(Merchant et al., 2005).

Las ROS son moléculas intermediarias de corta duracion producto de varias
reacciones enzimaticas como la fosforilacion oxidativa, el metabolismo de los lipidos
en los peroxisomas, la actividad de las ciclooxigenasas y otras actividades celulares
(Costantini y Mgller, 2009; Sies et al., 2017). Las ROS participan en varios procesos
fisiolégicos como la sefnalizacion y la proliferacion celular, la inflamacion, la
fagocitosis y la generacion de agentes antimicrobianos (Sies et al., 2017). Sus
funciones son reguladas por moléculas antioxidantes, ya que el desbalance en su
favor puede conducir a la alteracion de las reacciones de oxidacion-reduccion y al
dafno molecular. Este estado de desbalance se conoce como estrés oxidante.
Existen varias especies reactivas de oxigeno, siendo las mas comunes el
superoxido (O2") y el peréxido de hidrogeno (H20:2). A su vez, existen antioxidantes
no enzimaticos que se agrupan en pequefas moléculas y proteinas (Lesser, 2006),

y antioxidantes enzimaticos como la Superdxido Dismutasa (SOD), la catalasa y la
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glutation peroxidasa (Rahal ef al., 2014). La expresion de estas enzimas es
dependiente del nivel de las ROS (Regoli y Giuliani, 2014). En lagartijas se ha
demostrado que los machos presentan un estallido oxidante (asociado a la
fagocitosis) de mayor intensidad que las hembras ante un reto con el
lipopolisacarido de Escherichia coli (Tobler et al., 2015). Por su parte, las hembras
presentan una mayor respuesta antioxidante ante el mismo reto, lo que sugiere que
existe una respuesta diferencial entre sexos en la respuesta inmunitaria (Tobler et
al., 2015). Asi mismo, en tortugas se ha demostrado una respuesta antioxidante
diferencial de los érganos (ej. cerebro, rifidon, higado, bazo) ante un estresor
oxidante exdgeno, siendo el bazo el 6rgano mas sensible al dafio oxidante (Zhang
et al., 2019b).

Los reptiles poseen un gran numero de receptores que reconocen PAMPs y
patrones moleculares asociados a dafo tisular (DAMPs). Estos receptores se
localizan en las células de la respuesta inmunitaria y desencadenan los principales
mecanismos efectores de la inmunidad innata: fagocitosis, lisis, inflamacion y
respuesta antiviral. Los receptores tipo Toll (TLR) reconocen PAMPs y DAMPs y se
expresan en macrofagos, neutrofilos/heteroéfilos y otras células inmunitarias. Estos
receptores se localizan en la membrana celular y en endosomas con el objetivo de
reconocer invasores extracelulares e intracelulares. Los TLR que se expresan en la
superficie celular son los TRL2, 4 y 5, los cuales reconocen proteinas, lipoproteinas
y lipopolisacaridos microbianos. En particular, los TLR4 unen al lipopolisacarido de
bacterias Gram-negativas. La interaccion de los TLR con los PAMPs incrementa la

fagocitosis (Tizard, 2009; Nicholson, 2016). Otros receptores como el TLR7 y 9 se
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encuentran en endosomas y reconocen patdégenos intracelulares o fagocitados

(Zhang et al., 2017).

v. Respuesta adaptativa
La respuesta adaptativa se activa dias después de iniciado el reto inmunitario y se
presenta de manera tardia (ej. dias o semanas), siendo mas especifica y generando
memoria para hacer frente a los microorganismos en una segunda interaccion de
manera mas eficiente (Yatim y Lakkis, 2015). Esta respuesta involucra la activacion
de linfocitos T y B, asi como la produccién de anticuerpos. En reptiles al momento
se han descrito cuatro isotipos de anticuerpos homélogos a aquéllos presentes en
mamiferos (ej. IgA, IgD, IgM e IgY) (Zimmerman, 2020). Sin embargo, su funcién no
esta completamente dilucidada y parecen activarse con retraso con respecto a los

tiempos de respuesta descritos en mamiferos (Work, 2000).

vi. Especie de estudio
La tortuga Lepidochelys olivacea es una de las especies con menor tamafo
corporal. El adulto promedio llega a medir de 60 a 73 cm de largo curvo de
caparazon, y de 63 a 78 cm de ancho curvo del caparazén. Estas tortugas presentan
una alimentacién omnivora, con mayor tendencia a carnivora. No se tiene clara la
edad de su maduracion sexual; sin embargo, se calcula que ésta puede ocurrir entre
los 10 y los 18 afios (Peralta y Luna, 2016). Como en el resto de las tortugas
marinas, el dimorfismo sexual sélo se aprecia en individuos adultos, siendo los
machos quienes poseen una cola mas larga que las hembras, asi como ufias mas

largas y curvadas de las aletas anteriores. Se sabe que estos reptiles marinos son
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poligamos y presentan un ciclo reproductivo anual, con uno a tres desoves por
temporada (Peralta y Luna, 2016).

Las hembras de esta especie pueden presentar anidacion en solitario o en arribada
(Valverde et al., 2012). Durante la anidacion en arribada cientos y miles de tortugas
se sincronizan para reproducirse cerca de la playa, salir y anidar en la misma playa
(Valverde et al., 2012). En México, este patron de anidacion solo se presenta en
tres playas: Morro Ayuta y el Santuario de playa La Escobilla en Oaxaca, asi como
en la playa de Colola en Michoacan. En los meses de mayor actividad, la anidacion
en arribada dura cinco dias en promedio, con un tiempo aproximado de 45 minutos
por evento, desde que la hembra sale del mar, identifica el sitio, elabora el nido,
desova, tapa el nido y regresa al mar (Peralta y Luna, 2016). En el Pacifico Mexicano
este comportamiento de anidacion en arribadas ocurre durante el periodo de julio a
enero, sefalando a septiembre y octubre como los meses donde la anidacion
alcanza su punto maximo. En promedio una hembra de L. olivacea oviposita hasta
100 huevos por nidada, con 45 dias de incubacion promedio in-situ. En el caso
particular del Santuario de playa La Escobilla, el promedio de huevos por nido es de
94 (Peralta y Luna, 2016). La temperatura 6ptima de incubacién de los nidos se
encuentra entre 30 - 32 °C, y la mortalidad de los huevos/crias aumenta por encima

de los 34 °C y por debajo de los 27 °C (temperaturas letales) (Valverde et al., 2010).
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Figura 2. Hembra de Lepidochelys olivacea anidando in-situ en El Santuario de la

Escobilla, Oax. Fotografia: Edgar Noriega-Diaz, Asesor técnico de la Sociedad Cooperativa “El
Santuario de las Tortugas La Escobilla”, Sc de RLde CV.

vii. ~ Temperatura de incubacion, determinacion sexual, estrés térmico y
desarrollo embrionario
El segundo tercio de incubacion es determinante para el desarrollo éptimo de las
crias. Factores bioticos (ej. efecto paterno y materno, contenido de materia organica
y microbiota del nido) (Booth et al., 2013; Bézy et al., 2015; Tezak et al., 2020; Hoh
et al., 2020) y abidticos (ej. temperatura, humedad, tamafio de grano de arena,
intercambio gaseoso) (Wallace et al., 2004; Liang et al., 2014; Stubbs y Mitchell,
2018; Suhaimi et al., 2020) contribuyen para definir el desarrollo de las crias. Entre
los factores mas estudiados se encuentra la temperatura, la cual determina el sexo
de las crias entre los dias 17 y 23 del segundo tercio de incubacion (Merchant-Larios
et al., 2010). Temperaturas de incubacién alrededor de los 28 °C favorecen la
determinacion sexual de machos, mientras que temperaturas alrededor de los 32

°C promueven la diferenciacion de hembras (Merchant-Larios y Diaz-Hernandez,
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2012). Las temperaturas oOptimas para favorecer proporciones sexuales 1:1 se
encuentran entre los 30 y 31 °C (McCoy et al., 1983; Wibbels, 1998).

Ademas de la determinacion sexual, la temperatura de incubacion tiene efectos
importantes sobre el desarrollo de los érganos linfoides y la respuesta inmunitaria
en reptiles. En lagartijas se ha descrito que el desarrollo de los 6rganos linfoides (ej.
timo y bazo), asi como del higado comienzan a partir del segundo tercio de
incubacion (ElI Deeb y Saad, 1990). En tortugas de agua dulce (Mauremys mutica)
se ha evidenciado que la temperatura puede alterar el tamarno y la citoarquitectura
del higado y bazo, asi como la expresion de ROS y de proteinas de choque térmico
(HSP) (Li et al., 2021). Las HSP constituyen una familia de proteinas involucradas
en el transporte, plegamiento, ensamblaje y degradacion de otras proteinas durante
situaciones de estrés térmico, hipoxia, toxicidad o enfermedades (lwama et al.,
2004; Chen et al., 2018). En ectotermos la regulacion de las HSP ha sido
relacionada con su capacidad para tolerar temperaturas extremas (Gao et al., 2014;
Li et al., 2021). Debido a que durante la incubacion los embriones son
particularmente sensibles a los cambios extremos de temperatura, la regulacién de
las HSP podria contribuir a mantener los procesos fisioldgicos dentro de rangos
aceptables. Esta hipdtesis ha sido evaluada recientemente en embriones de
tortugas, en los cuales la expresion de la HSP70 y 90 incrementa la tolerancia a
temperaturas altas y por lo tanto el éxito de eclosién (Gao et al., 2014; Tedeschi et
al., 2015).

En lagartijas, se ha evidenciado que el crecimiento, la morfologia, el desempeno
locomotor y la respuesta inmunitaria de las crias al nacimiento, depende

fuertemente de factores dependientes de la temperatura, ligados al sexo y la
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concentraciéon de hormonas sexuales (Sacchi et al., 2017; Zhang et al., 2019b;
Leivesley & Rollinson, 2021). En crias de tortuga de agua dulce se ha reportado que
las temperaturas extremas (fuera de su rango Optimo especifico de especie), asi
como temperaturas altas y constantes, disminuyen el tamafo corporal, el
desempefio locomotor (Li et al., 2013; Tang et al., 2018) y la eficiencia en la
respuesta del sistema inmunitario (Dang et al., 2015; Lu et al., 2021). En crias de
tortugas marinas, se ha reportado que las temperaturas constantes mayores a 33
°C sesgan la determinacion sexual hacia hembras (Wood et al., 2014), y en conjunto
con el tamano de grano de arena y la presion parcial del oxigeno en la camara de
nido, pueden propiciar a una disminucion en el éxito de eclosion de las crias, con
incidencia de altas temperaturas durante la incubacion (Hart et al., 2016; Stewart et
al., 2019; Saito et al., 2019). Ademas, estas temperaturas tienen efectos negativos
sobre el crecimiento de los individuos (Stubbs y Mitchell, 2018), su desplazamiento
y el nado posterior a la emergencia (Kobayashi et al., 2017; Stewart et al., 2019;
Mueller et al., 2019). Adicionalmente, temperaturas altas promueven un incremento
en las poblaciones de heterofilos, basdfilos y alteraciones en otros parametros de la
inflamacién (Fleming et al., 2020).

Se ha descrito que la reubicacion de nidos tiene efectos negativos para la
supervivencia de las crias de tortuga marina (Herrera-Vargas et al., 2017; Unda-
Diaz et al.,, 2022), probablemente asociados a temperaturas de incubacién que
difieren de las prevalecientes en condiciones in-situ (Maulany et al., 2012a;
Kobayashi et al., 2017). Sin embargo, aun no se ha descrito el efecto de la
reubicacion de nidos a viveros sobre la respuesta inmunitaria en crias a la

emergencia del nido.
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Debido al incremento en la temperatura ambiental, al concomitante incremento en
las enfermedades emergentes y re-emergentes que amenazan a las poblaciones
silvestres de reptiles y a la creciente necesidad de proteccion de los huevos de
tortuga marina en viveros, se vuelve necesario entender como la reubicacion de

nidos puede alterar la respuesta innata en crias de tortuga a la emergencia del nido.
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V. HIPOTESIS

i. Hipotesis general

La incubacion de huevos en nidos reubicados ex-situ deprime la respuesta innata y
decrementa la condicion corporal de las crias de tortuga Lepidochelys olivacea a la

emergencia del nido.

30



VI. HIPOTESIS PARTICULARES Y PREDICCIONES

Hipotesis capitulo |.

1) La reubicacion de huevos en nidos ex-situ retrasa el desarrollo y la
citoarquitectura de 6rganos linfoides en crias de L. olivacea a la emergencia
del nido.

Prediccion: Un retraso en el desarrollo y la citoarquitectura de bazo en las crias
recién emergidas de nidos ex-situ.

2) La reubicacion de huevos en nidos ex-situ altera los porcentajes de
poblaciones leucocitarias en sangre periférica de crias de L. olivacea a la
emergencia del nido.

Prediccion: Una mayor proporcion de heterdéfilos y monocitos en plasma sanguineo
de las crias de nidos ex-situ.

3) La reubicacién de huevos en nidos ex-situ disminuye la masa y el tamafo
corporal en crias de L. olivacea a la emergencia del nido.

Prediccion: Crias de nidos ex-situ de tamafio pequefo y de baja masa corporal.

4) La reubicacion de huevos ex-situ disminuye el éxito de eclosion y el éxito de
emergencia en nidos de L. olivacea.

Prediccion: Porcentajes de éxito de la eclosion y de la emergencia igual o menores

al 50% en nidos ex-situ.
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Hipotesis capitulo |l.

1) La reubicacion de huevos en nidos ex-situ disminuye la actividad de la
fosfatasa alcalina y la capacidad litica del sistema del complemento,
evaluado en plasma sanguineo de crias de L. olivacea a la emergencia del
nido.

Prediccion: Una disminucidn en la actividad de la fosfatasa alcalina y en la
capacidad litica del sistema del complemento en las crias de nidos ex-situ.

2) Lareubicacion de huevos en nidos ex-situ incrementa la actividad de agentes
oxidantes y disminuye la actividad de los antioxidantes, evaluados en plasma
sanguineo de crias de L. olivacea a la emergencia del nido.

Prediccion: Un desequilibrio a favor de agentes oxidantes sobre la actividad de los
antioxidantes en plasma sanguineo en las crias de nidos ex-situ.

3) La reubicacion de huevos en nidos ex-situ incrementa la expresion de
proteinas de choque térmico (HSP) 70 y 90 y disminuye la expresion del
receptor tipo Toll (TLR) 4, en bazo e higado de crias de L. olivacea a la
emergencia del nido.

Prediccion: Un incremento en la expresion de HSP70 y HSP90 y una menor

expresion del receptor TLR-4, en bazo e higado de las crias de nidos ex-situ.
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VII. OBJETIVOS

i. Objetivo general

Evaluar el efecto de la reubicacién de huevos en nidos ex-situ sobre la respuesta
innata y la condicion corporal en crias de Lepidochelys olivacea a la emergencia del

nido.

ii. Objetivos particulares

1. Evaluar el efecto de la reubicacion de huevos en nidos ex-situ sobre la
citoarquitectura de érganos linfoides y poblaciones leucocitarias en crias de

L. olivacea a la emergencia del nido.

2. Evaluar el efecto de la reubicacion de huevos en nidos ex-situ sobre la
actividad de la fosfatasa alcalina, la capacidad litica del sistema del
complemento y el estrés oxidante en el plasma sanguineo, asi como la
expresion de proteinas de choque térmico y del receptor tipo toll 4, en higado

y bazo de crias de L. olivacea a la emergencia del nido.

Cada uno de los objetivos particulares sera abordado en un capitulo independiente

a continuacion.
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VIIL. CAPITULO I.

SHORT COMMUNICATION. Ex-situ conservation in hatcheries is associated

with spleen development in Lepidochelys olivacea turtle hatchlings

Publicado en: Comparative Biochemistry and Physiology, Part A 265 (2022) 111130
doi.org/10.1016/j.cbpa.2021.111130
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ABSTRACT

Ex-situ conservation in hatcheries is a successful strategy for the recovery of sea turtle populations. However, it
alters the ontogenesis of the brain and gonads, as well as body size and locomotor performance at nest emer-
gence. Relocation to hatcheries may alter immune system development, since this depends highly on the nest
environment. We hypothesized that ex-situ brooding would negatively associate with immune traits of Lep-
idochelys olivacea. Splenic cytoarchitecture and leukocyte quantification were used as proxies for the immune
configuration. Body size, gonadal sex and sand temperature during incubation were determined. Additionally,
the success of nest hatching and emergence was quantified. Linear mixed models of splenic cytoarchitecture,
leucocyte proportions and body size, using sex and nest type as explanatory variables, evaluated the effects of ex-
situ brooding. Generalized linear mixed models using quasibinomial distributions (log link) analyzed effects on
hatching and emergence success. Hatchlings from ex-situ nests were heavier, larger and showed a greater spleen-
somatic index. They showed more and better defined splenic periarteriolar lymphoid sheaths, as well as a higher
proportion of heterophils but less monocytes. Moreover, ex-situ brooding increased hatching and emergence
success. Sand temperatures in hatcheries favored male sex determination, while the opposite occurred for in-situ
incubation. Interestingly, the immune configuration and body size were independent of sex but associated with
ex-situ conservation. Greater body size promotes early hatchling survival, while better spleen development is
related to a greater antibody production and a better immune response to pathogens. Altogether, the results
suggest that ex-situ incubation is associated with a better immune configuration and higher survival success.

1. Introduction

overcrowding in captivity and pollution (Mainwaring et al., 2016;
Mashkour et al., 2020). Endangered populations face immunological

Conservation of endangered sea turtle species (IUCN, 2021) often
uses ex-situ hatchery brooding. This is the best strategy when threats to
in-situ incubation exist, such as flooding, overheating, animal predation
and poaching. However, ex-situ relocation decreases brain and gonadal
development, as well as diminishing body size and locomotor perfor-
mance in newly born turtles (Herrera-Vargas et al., 2017; Tanabe et al.,
2021).

Sea turtles also face infectious and non-infectious diseases which
have increased globally, likely associated with climatic change,
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challenges, such as spirorchiidiasis, fibropapillomatosis and dermatitis
(Munoz et al., 2013; Keller et al., 2014; Pace et al., 2019). Although the
etiology of these diseases is debated, they are mostly caused by infec-
tious pathogens (Sarmiento-Ramirez et al., 2014; Cable et al., 2017).
Nevertheless, the sole presence of pathogens does not cause disease. For
example, the presumptive causes of fibropapillomatosis (papillomavirus
CmPV-1) and fusariosis (Fusarium solani) are registered in healthy turtles
and eggs (Hoh et al., 2020; Mashkour et al., 2020). The immune status of
green turtles has been linked with the prevalence of fibropapillomatosis
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(Perrault et al., 2021; Sposato et al., 2021). This highlights the relevance
of immune competence for sea turtles. However, the ontogeny of their
immune competence is still relatively unknown Rousselet et al., 2013;
Fleming et al., 2020).

Genetic, environmental and maternal-health factors shape the
configuration and function of the immune system in hatchlings of soft-
shelled turtles and snakes (Freedberg et al., 2008; Brown and Shine,
2016; Lu et al., 2021; Palacios et al., 2020). Indeed, the configuration of
the immune phenotype during embryonic and early postnatal develop-
ment is essential to face future immune challenges ( Palacios et al., 2020;
Lu et al., 2021). Temperature is an important environmental variable
determining the immune phenotype (Dang et al., 2015a, 2015b). For
example, hotter temperatures during incubation decrease several im-
mune parameters, such as serum alkaline phosphatase and hemolytic
complement activity, as well as the expression of genes related to im-
mune function (i.e., IgD, IgM and CD3y) in the liver of soft-shelled tur-
tles. Consequently, higher temperatures increase cumulative mortality
in neonates and adults (Freedberg et al., 2008; Dang et al., 2015a).
Moreover, higher in-situ incubation temperatures increase the absolute
number of heterophils, basophils and other inflammation parameters in
Caretta caretta hatchlings (Fleming et al., 2020).

Incubation temperature determines sex in several reptiles; making it
complicated to separate their effects on immune function (Freedberg
et al., 2008). Interestingly, studies in reptiles with genetic sex determi-
nation have shown an independent effect of temperature on the immune
response (Dang et al., 2015b). Sand temperature can vary in the same
nesting beach according to factors like season, distance from vegetation
and shoreline, as well as shading (Fleming et al., 2020; Reboul et al.,
2021). Thus, the ex-situ environment could alter immune system
development. However, the effect of ex-situ conservation on the immune
response of marine turtles is unknown. This is relevant due to the
increasing threat of infections on free-living populations and the need to
protect complete egg clutches in hatcheries.

To understand if nest type is associated with immune traits and body
condition, we compared spleen development, leucocyte count and body
size in hatchlings from in-situ and ex-situ nests. Additionally, we evalu-
ated hatching and emergence success between conditions. The spleen
participates in the humoral response of reptiles (Hussein et al., 1979;
Kassab et al., 2009), as well as filtration and removal of senescent
erythrocytes (Stacy et al.,, 2021). In mammals and birds, embryonic
spleen histology is associated with maturation of the immune response
(Corbin et al., 2008; Zhang et al., 2019). Lymphocytes are the most
common circulating leukocytes in juvenile and adult sea turtles, fol-
lowed by heterophils, monocytes and a lesser proportion of basophils
and azurophils (Rousselet et al., 2013). Lymphocytes are associated
predominantly with the adaptive immune response, while other leuko-
cytes are related to the innate response (Rousselet et al., 2013). Het-
erophilia in reptiles is related to infections, tissue injury, necrosis and
increased glucocorticoid levels (Stacy et al., 2011), whereas lympho-
penia is associated with chronic inflammation, immunosuppression and
systemic bacterial infections (Work et al., 2003).

2. Methods and materials

This study was conducted during November 2018-2019; at Playa La
Escobilla in Oaxaca, Mexico (15° 47.1’ N, 96° 44.3' W). Egg manipula-
tion was kept to a minimum by hatchery staff following protocols stated
in Mexican law (NOM-162-SEMARNAT-2012) and a prior report (Her-
rera-Vargas et al., 2017). Briefly, three days after massive turtle arrival
started, nesting females were identified for three consecutive nights of
beach patrolling. Thirty-eight random nests were chosen and sheltered,
immediately after the female covered the eggs and left (18 in 2018, 20 in
2019). Of these, 19 arbitrary nests remained undisturbed in-situ (9 in
2018, 10 in 2019). The complete clutch of the other 19 nests (9 in 2018,
10 in 2019) was carefully collected, placed in individual mesh-cotton
bags and transported to the hatchery. There, they were immediately
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buried in previously built nests and remained undisturbed until emer-
gence. The time between laying and re-burial lasted less than two hours.
Efforts were made to avoid egg rotation and excessive handling, as well
as to emulate natural nest architecture in hatcheries. Sand temperature
was registered by data loggers (Onset HOBO® Bluetooth Pendant
MX2200 and UA-002-64; accuracy +/— 0.2 °C) placed inside the nests
(23 in-situ, 14 ex-situ; approximately 35 cm deep; Van De Merwe et al.,
2005). Temperature was recorded every hour during incubation.

In-situ nests were observed daily, from incubation day 44, to identify
signs of turtle emergence. No hatchlings emerged from labeled clutches;
thus, at incubation day 49 (ie., five days after the emergence date
predicted by sand temperatures), a beach area of approximately 300 m?
(including the 23 data loggers) was patrolled to identify nests with
emerging turtles. Nineteen nests were selected (9 in 2018, 10 in 2019).
Hatchlings from ex-situ nests emerged on incubation day 53 (2018) and
50 (2019). Data-loggers were recovered at incubation day 50 from in-situ
nests and the day of emergence from ex-situ nests.

Animal handling, euthanasia and sampling protocols were approved
by an Animal Rights Committee, under License Number SEMARNAT:
SGPA/DGVS/007122/18 and SGPA/DGVS/9040/19; according to
Mexican regulation (NOM-033-SAG/Z00-2014). Hatchlings (134) were
collected from in-situ and ex-situ clutches (3 hatchlings/nest during 2018
and 4 hatchlings/nest during 2019).

Hatchling collection consisted of randomly capturing turtles at 5-min
intervals, as soon as they surfaced from the nest (Herrera-Vargas et al.,
2017). They were weighted with a digital precision balance (OHAUS™
Scout Pro Sp 602, Max 600 g, d = 0.01 g) and their straight carapace
length was measured using a digital Vernier (Mitutoyo™, Max 200 mm,
d = 0.03 mm). Hatchlings were quickly euthanized with a single cut
between the skull and first cervical vertebra using a razor. A blood
sample was stained with Wright’s hematoxylin to quantify leukocyte
populations (i.e., lymphocytes, heterophiles, monocytes, eosinophils,
basophils and azurophils) from 100 cells at 1000 x magnification (Stacy
and Boylan, 2014). Since few basophils, eosinophils and azurophils were
quantified, they were not included in subsequent analyses.

The spleen was obtained, weighed using an analytical balance
(Mettler Toledo, MX, Max 5.1 g, d = 1 pg), dehydrated using increasing
ethanol concentrations, embedded in paraffin and longitudinally sliced
(5 pm) with a microtome (Leica). Spleen sections were deparaffinized
and stained with hematoxylin-eosin (Merck). Microphotographs were
captured with a Leica DM3000 microscope using the Leica Application
Suite. The number and length of peri-arteriolar lymphoid aggregates
(PALS; Bao et al., 2009; Mustafa and El-Desoky, 2020) per mm? was
quantified in 10 equivalent non-consecutive slices per hatchling (one
every 40 pm from the most central regions) using NIH ImageJ. The
spleen-somatic index [spleen mass (mg)/body mass (g)x100%; Xu et al.,
2020] was calculated. Sex was identified using transversal sections of
the gonad-mesonephros complex (5 pm, Herrera-Vargas et al., 2017).
Body size and leukocyte quantification data included all hatchlings.
Some gonads (5 unsexed turtles) and spleens (from 3 nests) were lost
during tissue processing. Splenic analysis was performed in 1-3 hatch-
lings/nest, since one spleen/nest was frozen for later analysis.

Nests (33/38) were inventoried 72 h after sampling (except five,
which were not recovered) to determine hatching and emergence suc-
cess (Read et al., 2012); Kobayashi et al., 2017). Briefly, the number of
eggs/nest was quantified (from fragments representing >50% of the egg
and unhatched eggs). Hatching success (%) was calculated: 100 x (eggs -
unhatched eggs) / eggs. Emergence success (%) was also calculated: 100
x [eggs - (unhatched eggs + dead hatchlings + live hatchlings] / eggs.

Linear mixed models were performed for the response variables:
body mass and length, spleen-somatic index, PALS density and length, as
well as the number of representative leukocytes. The models included
the following fixed effects: in-situ vs. ex-situ (main), sex and its interac-
tion with the main effect. Turtles within clutches was the random effect
(given their non-independence). A notable sex bias was found (see
below); but linear mixed models for 2018 showed that this bias had no
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significant effects on the response variables between in-situ vs. ex-situ
nests. Thus, the combined effect of in-situ vs. ex-situ nests and sex on the
variables of interest for both years was evaluated. Stepwise backward
elimination followed by conditional Akaike Information Criterion
(cAIC) determination were performed to select the best model. Residuals
for each model were plotted to assess the distribution of the model fits
(Supplementary Data). The marginal R? was determined as a measure of
the proportion of variance explained by the model. The predictions of
the final models were graphed with GraphPad Prism Version 84.0. The
effects of ex-situ brooding on hatching and emergence success were
evaluated by random-intercept generalized linear mixed models with
binomial distributions (log link) using condition (in-situ vs. ex-situ) as a
fixed factor and clutch as a random factor. The fixed factor effect was
estimated using Type II Wald Chi-square tests.

All data analyses were performed using R R Core Team, 2020 and
RStudio, versions 4.1.1 and 1.0.153 RStudio Team, 2019. Linear mixed
models were performed using: readxl (Wickham and Bryan, 2019), Ime4
(Bates et al., 2015), ImerTest (Kuznetsova et al., 2017), cAIC (Saefken
et al., 2018) and performance (Liidecke et al., 2021).

3. Results

Since we did not have reliable temperature data for in-situ nests,
analyses including temperature or incubation day as factors were not
performed. Nevertheless, temperature records during incubation (46
days prior to documented emergence) were averaged for each nest type.
The incubation temperature for in-situ nests was higher (2018: 33.5 +
2.8 °C, 2019: 32.8 + 1.6 °C, mean + SEM) than in ex-situ nests (2018:
30.5 4 1.37 °C. 2019: 30.8 & 0.6 °C, mean + SEM). In accordance, the
female:male proportion was biased (49/67 females, 17/67 males in-situ
and 4/67 females, 59/67 males ex-situ). This bias was different between
years, in 2018 9/27 females and 17/27 males were identified for in-situ
nests. In 2019, 40/40 females were observed for in-situ nests, while 1,/40
females and 39/40 males were identified for ex-situ nests.

Results for 2018 showed an effect of ex-situ conservation for the
following variables: body mass F(;,16) = 16.3, p < 0.001; spleen-somatic
index F(; 16) = 15.4, p = 0.001; PALS length F(; 12.2) = 50.6, p < 0.001;
Heterophils F,16) = 6.2, p < 0.024. No effect of sex was observed for
any variable. Similarly, interactions between sex and condition were not
significant (Supplementary Table 1).

To evaluate the combined effect of in-situ vs. ex-situ nests and sex on
the variables, they were integrated into linear mixed models for both
years. There was no effect of sex on body size or immune configuration,
nor an interaction between in-situ vs. ex-situ condition with sex. The
models incorporating both explanatory variables (in-situ vs. ex-situ con-
dition and sex) better explained body mass and length, PALS length,
heterophils and monocytes (42%, 24%, 16%, 6% and 6% of the data
variance, respectively), while a model only including the in-situ vs. ex-
situ condition better explained splenic-somatic index (21%). The best
fitting model explaining PALS density included in-situ vs. ex-situ nests,
sex and their interaction (23%. Table 1). The models showed that turtles
from ex-situ nests had a greater body mass (Fig. 1A) and length (Fig. 1B),
increased splenic mass normalized to body mass (Fig. 1C), as well as
higher PALS density (Fig. 1D-F). Additionally, ex-situ hatchlings showed
a higher number of heterophils (Fig. 1H) and decreased number of
monocytes (Fig. 1J) compared to in-situ hatchlings. PALS length and
number of lymphocytes did not show significant differences between
conditions (Fig. IG and I). The analyses showed that ex-situ nests had
higher hatching (Xi2 = 11.8, p < 0.001) and emergence success (XiZ =
124.5, p < 0.001) than in-situ nests (Supplementary Table 2).

4. Discussion
The main objective of this study was to evaluate the effect of ex-situ

conservation in rookeries on the immune configuration, body size or
hatching and emergence success in sea turtle offspring. Hatchlings from
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Table 1
Summary of the best linear mixed effect models selected by cAIC, that explain
developmental parameters in Lepidochelys olivacea hatchlings from ex-situ nests.

Response variables B (SE) df F p R?
Body mass 0.42
Intercept 16.43 (0.26) 51.17 27.1 <0.001
In-situ vs. ex-situ —2.18 (0.42) 124.48 0.05 <0.001
Sex —0.07 (0.33) 0.827
Body length 0.24
Intercept 4.13 (0.03) 51.06 17.2 <0.001
In-situ vs. ex-situ —0.25 (0.06) 108.47 0.53 <0.001
Sex 0.03 (0.05) 0.468
Spleen-somatic index 0.21
Intercept 42.34 (2.29) 50.45 5.05 <0.001
In-situ vs. ex-situ —8.44 (3.76) 119.73 2.56 0.029
Sex —5.03 (3.14) 0.112
PALS density 0.23
Intercept 216.65 (14.58) 43.09 9.12 <0.001
In-situ vs. ex-situ —96.98 (32.12) 48.89 2.23 0.004
Sex —106.65 (71.48) 49.06 2.93 0.142
In-situ vs. ex-situ:Sex 134.08 (78.28) 0.093
PALS length 0.16
Intercept 0.13 (0.01) 45.08 3.65 <0.001
In-situ vs. ex-situ —0.04 (0.02) 73.97 0.54 0.062
Sex —0.01 (0.01) 0.449
Heterophils 0.06
Intercept 38.01 (1.69) 54.96 4.63 <0.001
In-situ vs. ex-situ —6.18 (2.87) 107.70 1.44 0.036
Sex 3.10 (2.58) 0.233
Lymphocytes 0.01
Intercept 49.10 (1.06) 60.25 0.63 <0.001
Sex 1.29 (1.6) 0.429
Monocytes 0.06
Intercept 12.07 (0.91) 55.8 6.50 <0.001
In-situ vs. ex-situ 4.26 (1.67) 78.9 3.55 0.013
Sex —3.13 (1.66) 0.063

cAIC: conditional Akaike information criteria, p (SE): regression coefficient
(standard error), d.f.: degree of freedom calculated by Welch-Satterthwaite
equation, F: F ratio, p: p value, R% marginal coefficient of determination.

ex-situ nests showed greater splenic mass and PALS density, which are
associated with a better immune response. Additionally, turtles from ex-
situ nests showed a greater body size (mass and length), which is related
to higher fitness as well as higher hatching and emergence success. In-
cubation temperatures were different between treatments and there was
a clear bias in their sex ratio. However, the main variable explaining the
differences was nest condition (in-situ vs ex-situ). There was no effect of
sex nor an interaction between sex and condition for immunological and
body size variables.

Temperatures inside ex-situ nests were colder than sand adjacent to
in-situ sampled nests and differentially promoted the development of
males. Temperature was not reliably measured for in-situ nests, since
turtles did not survive in them. However, records from data loggers
located in the same beach zone and close to the sampled nests were
averaged. These records serve as a reference to explain the bias in female
differentiation from in-situ nests, as well as the smaller hatchling size
(body mass and length). Previous work has demonstrated that larger
turtles (from colder nests) show better performance (faster emergence
from nests, self-righting, crawling and swimming to the sea; Rivas et al.,
2019; Fleming et al., 2021). This is consistent with an extended incu-
bation period (Stubbs and Mitchell, 2018; Rivas et al., 2019). Interest-
ingly, these effects were independent from sex, highlighting the
importance of incubation temperature (not formally evaluated) to pro-
mote a better offspring phenotype (Freedberg et al., 2008).

Ex-situ conservation promoted spleen development, evidenced by a
greater spleen-somatic index and higher PALS density. The reptilian
spleen triggers the humoral defense, filters the blood and removes old
erythrocytes (Kassab et al., 2009; Zhang et al., 2019). Indeed, antibody
production declines in splenectomized lizards (Kanakambika and
Muthukkaruppan, 1972; Hussein et al., 1979). Further, the reptilian
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Fig. 1. Effect of ex-situ conservation on body size and immune variables in
Lepidochelys olivacea hatchlings at nest emergence. Graphs showing the values
obtained for in-situ (n = 19; white bars) and ex-situ (n = 19; gray bars) hatch-
lings during 2018 and 2019. A-C graphs showing body mass and length, as well
as spleen-somatic index. D, E microphotographs of representative spleen sec-
tions stained with hematoxylin/eosin from in-situ and ex-situ hatchlings,
respectively. D, E insets showing the unstructured splenic tissue from in-situ
hatchlings and the visibly organized tissue in periarteriolar lymphoid sheaths
(PALS) from ex-situ turtles at high magnification. F, G graphs showing the
quantification of PALS density and length. H-J graphs showing leukocyte
quantifications. All graphs show mean + SEM; *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001. Scale bar for D, E = 200 ym and for D; E'= 50 pm.

spleen is the most important organ in the defense against extracellular
bacteria (Zhang et al., 2016). In turtles, the mature spleen is segregated
into white and red pulp mainly formed by leukocytes and erythrocytes,
respectively (Neely and Flajnik, 2016). The white pulp contains PALS
and peri-ellipsoid lymphoid sheaths (PELS) in their periphery (Neely
and Flajnik, 2016). Presumably, PALS have central B lymphocytes and
peripheral T cells surrounded by macrophages and dendritic cells
(Zhang et al., 2019). In snakes and turtles, spleen size and cellularity
show seasonal variation associated with environmental temperature,
likely related to pathogen prevalence (Munoz and De la Fuente, 2001;
Tripathi and Singh, 2014). Interestingly, the results showed that spleen
size and cytoarchitecture were higher in hatchlings from ex-situ nests. A
potential link between lower incubation temperatures and spleen
ontogeny should be studied.

Although the immune response of hatchlings from in-situ and ex-situ
nests was not directly evaluated, splenic histology suggests that turtles
from ex-situ nests have a potential to show a better immune response
than hatchlings from in-situ nests (Hadidi et al., 2008; Mustafa and El-
Desoky, 2020; Xu et al., 2020). This is supported by studies showing
that diffuse erythrocyte/lymphocyte cytoarchitecture (not arranged in
PELS-PALS) is related to earlier stages of splenic ontogeny and likely an
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immature immune response (Zhang et al., 2019).

Ex-situ conservation was related to an increased number of hetero-
phils and reduced number of monocytes. In reptiles, as in all vertebrates,
heterophilia is associated with infections, tissue injury, necrosis and
environmental stressors such as pollution and predation (Davis et al.,
2008; Stacy et al., 2011). Recently, a study associated a higher number
of heterophils and other inflammatory indicators with heat-induced
stress in newly hatched sea turtles (Fleming et al., 2020). Moreover,
the number of heterophils is associated with seasonal variation in turtles
(Novovesky and Halan, 2019). Herein, a higher number of heterophils
was observed in hatchlings from ex-situ nests incubated at colder tem-
peratures. Since corticosterone concentration is similar between in-situ
and ex-situ hatchlings (unpublished data), the higher number of het-
erophils is likely unrelated to stress. An intriguing possibility is that the
higher number of heterophils in ex-situ turtles is associated with a better
innate immune response, but this hypothesis was not evaluated. Since
monocyte numbers change minimally with seasonal variation (Stacy
etal., 2011), these leukocytes are likely not sensitive to temperature; but
increase with antigenic stimulation (Stacy et al., 2011). The reduced
monocytes in ex-situ hatchlings suggest that they were not challenged by
pathogens.

The main variable explaining differences in body size and immune
parameters was nest type (in-situ vs. ex-situ); even in same-sex hatchlings
(data not shown). Some studies have evidenced a better immune
response in males than females (e.g., Freedberg et al., 2008). However,
in species with temperature-dependent sex determination the effects of
temperature and sex on the immune response may be confounded.
Studies in turtles with genetic sex determination have highlighted the
relevance of incubation temperature to define the immune response
independently from sex (Dang et al., 2015b).

Hatching and emergence success were higher in ex-situ nests, prob-
ably associated with better incubation conditions like cooler tempera-
tures and higher humidity (Tezak et al., 2020). Both parameters are used
as indicators of individual performance (Reboul et al., 2021). Thus, in
the context of this study they contribute to explain the better incubation
conditions in ex-situ nests.

5. Conclusion

The present results suggest that ex-situ conservation in hatcheries is
associated with a better immune configuration and body condition.
Moreover, ex-situ conservation is associated with higher hatching and
emergence success, probably due to better incubation conditions.
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La reubicacion ex-situ sesga la determinacién sexual en crias de
tortuga marina preservando la funciéon inmunitaria en condiciones

basales

Resumen

La reubicacidon de huevos en viveros (ex-situ) es una de las estrategias
principalmente empleadas para conservar las poblaciones de tortugas marinas. Un
trabajo previo realizado en crias de tortuga Lepidochelys olivacea demostro que la
reubicacion ex-situ promueve el desarrollo del bazo, e incrementa el numero de
heterdfilos circulantes disminuyendo los monocitos. Sin embargo, hasta el momento
no se sabe si en las tortugas marinas estos indicadores estan asociados a una
respuesta inmunitaria mas eficiente. Para probar esta hipodtesis, este trabajo evalué
el efecto de la reubicacion en vivero sobre la funcién inmunitaria innata basal en
crias provenientes de nidos in-situ (n=10) y nidos ex-situ (n=10). Las variables
medidas en suero sanguineo fueron: 1) actividad de la fosfatasa alcalina; 2)
capacidad litica del sistema del complemento; y 3) capacidad antioxidante-oxidante.
Adicionalmente se cuantificd la expresion de las proteinas de choque térmico 70
(HSP70) y HSP9O0 y del receptor tipo toll (TLR) 4, a nivel de mRNA en bazo e higado.
Ademas, se determiné el sexo de todos los individuos. Los analisis histologicos
revelaron que el 100% de las crias provenientes de los nidos in-situ fueron hembras,
mientras el 98% de las crias de nidos ex-situ fueron machos. Los resultados
mostraron que aun cuando la reubicacién ex-situ sesgd la determinacion sexual
hacia machos, no alterd la actividad de la fosfatasa alcalina, la capacidad hemolitica

del sistema del complemento ni la expresion de TLR4 en el bazo y el higado. Sin
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embargo, la capacidad antioxidante-oxidante en plasma sanguineo y la expresion
de las HSP70 y HSP90 mostraron una respuesta diferencial entre las condiciones
de incubacion. Esta respuesta diferencial podria contribuir a explicar la estabilidad
de los parametros inmunitarios medidos en condiciones basales en este trabajo. En
estudios futuros se debera evaluar directamente el impacto de la temperatura de
incubacion (y de otras variables abioticas que son diferentes entre las condiciones
de incubacion) sobre la respuesta inmunitaria basal y en individuos sometidos a un

reto infeccioso.

37



Introduccién

Seis de las siete especies de tortugas marinas existentes en el mundo, anidan y se
alimentan en las costas mexicanas (Pefaflores y Marquez, 2016). De acuerdo con
la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza, las poblaciones de
estas especies se encuentran en disminucion continua, ya que siguen siendo
amenazadas (IUCN, 2021). Las principales causas de esa disminucion poblacional
son debido a 1) perturbaciones antropogénicas (ej. contaminacion, pesca incidental,
saqueo de huevos en playa, trafico y comercio de sus productos, entre otras. Eckert,
2000); 2) incremento de la temperatura ambiental (Maulany et al., 2012a; Jensen et
al., 2018; Staines et al., 2019); y 3) la incidencia de enfermedades emergentes
(Work et al., 2001, 2019; Mashkour et al., 2020). La mayor parte de las
enfermedades infecciosas reportadas son causadas por parasitos (Cable et al.,
2017), bacterias (Mufioz et al., 2013), hongos (Gleason et al., 2020) y virus (Perrault
et al., 2021). Sin embargo, la sola presencia de los microorganismos no asegura la
infeccidén, ya que éstos pueden encontrarse incluso en individuos clinicamente
sanos (Hoh et al., 2020; Mashkour et al., 2020). Asi, muy probablemente la
respuesta diferencial de los organismos ante los retos infecciosos pueda ser
atribuida a la inmunocompetencia individual (Machado et al., 2013).

Se ha propuesto que en organismos ectotermos la inmunocompetencia es
configurada desde etapas tempranas del desarrollo por factores como: temperatura
(Li et al., 2013), humedad (Brown y Shine, 2018) y el efecto materno (ej. tamafo
corporal, reserva de nutrientes en huevo, genética) (Booth et al., 2013; Brown y
Shine, 2018).

La temperatura de incubacion es uno de los factores que se han relacionado

38



consistentemente con la determinacién de la inmunocompetencia en reptiles. En
tortugas, la temperatura éptima de incubacion es especifica de la especie y fuera
de estos rangos Optimos la inmunocompetencia decae (Les et al., 2009; Lu et al.,
2021). Debido a que la temperatura de incubacion determina el sexo en muchas
especies de reptiles, incluyendo a las tortugas marinas, a menudo es dificil separar
el efecto del sexo de aquél de la temperatura per se sobre la inmunocompetencia
(Paitz et al., 2010; Zimmerman, 2018). Sin embargo, estudios en tortugas
dulceacuicolas en las cuales el sexo es determinado genéticamente, ponen de
manifiesto el relevante papel que juega la temperatura de incubacién sobre el
desarrollo temprano de la inmunocompetencia (Dang et al., 2015a).

Una de las estrategias de conservacion principalmente empleadas en todo el mundo
es la reubicacion ex-situ de nidos de tortuga marina en viveros (Mortimer, 2000).
Esta estrategia ha incrementado el numero de crias emergidas al mitigar el robo de
huevos en playa, la depredacion animal y las contingencias ambientales como
inundaciones o sequias (Tuttle y Rostal, 2010; Rivas et al., 2019). Sin embargo, la
reubicacion ex-situ a menudo sesga la proporcion sexual de las crias y modifica el
éxito de emergencia y eclosion (Merwe et al., 2005; Maulany et al., 2012b; Robledo-
Avila et al., 2022). Ademas, esta estrategia promueve efectos negativos sobre el
desarrollo del cerebro, gonadas y sistema locomotor (Sénmez et al., 2011; Herrera-
Vargas et al., 2017; Unda-Diaz et al., 2022). Sin embargo, hasta el momento no ha
sido posible determinar el efecto de la temperatura de incubacioén sobre el fenotipo
diferencial de las crias a la emergencia (Unda-Diaz et al., 2022).

Recientemente, se ha relacionado la reubicacion de huevos en viveros con

alteraciones en la configuracion inmunitaria de las crias de tortuga marina a la
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emergencia del nido (Robledo-Avila et al., 2022). Especificamente, la conservacion
ex-situ ha sido asociada con el desarrollo adelantado del bazo, caracterizado por un
mayor indice somato-esplénico y una mayor densidad de agregados linfoides
periarteriolares (PALS), asi como un incremento en los heterdfilos circulantes y un
decremento en los monocitos (Robledo-Avila et al., 2022). La relevancia de estos
cambios para la supervivencia de las tortugas incubadas en nidos ex-situ no ha sido
evaluada. Sin embargo, el hecho que el bazo sea el principal 6rgano linfoide de los
reptiles, el cual determina la respuesta humoral (Kanakambika y Muthukkaruppan,
1972; Hussein et al., 1979), la defensa contra las bacterias, asi como el filtrado de
la sangre y la renovacion de eritrocitos (Kassab et al., 2009; Zhang et al., 2019),
sugiere que estos cambios podrian tener una implicacion funcional para la
inmunocompetencia de las crias incubadas en nidos ex-situ. Esta idea es apoyada
por un estudio previo que relaciona el incremento en el nimero y definicion de PALS
y PELS con la maduracion de la respuesta humoral y la produccion de anticuerpos
(Zhang et al., 2019). Al mismo tiempo, el incremento en el numero de heterdfilos y
la disminucién de monocitos circulantes sugiere que las tortugas marinas
provenientes de los nidos reubicados podrian presentar una respuesta inmunitaria
basal diferencial (Robledo-Avila et al., 2022).

El sistema inmunitario de los reptiles es similar al del resto de los vertebrados,
integrado por componentes celulares y humorales que los defienden de agentes
extrafios, y es capaz de diferenciar lo propio de lo extrafio (Zimmerman et al., 2010).
Se ha descrito que la respuesta innata de los reptiles es muy robusta, de accién
rapida y de corta memoria (Rios y Zimmerman, 2015). Dentro de sus principales

componentes humorales se encuentran las proteinas sanguineas como las
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enzimas, los factores del sistema complemento (Zimmerman, 2020) y las especies
reactivas de oxigeno (ROS) y especies reactivas de nitrogeno (RNS) (Sies et al.,
2017). Estos componentes son dependientes de la temperatura en ectotermos
(Merchant et al., 2012), siendo mas eficiente su accién dentro de rangos Optimos
especificos de la especie. Ademas, se ha descrito que su actividad es sensible a la
temperatura de incubacion (Dang et al., 2015a; Yektaseresht et al., 2016).

Con el objetivo de evaluar el efecto de la estrategia de conservacion ex-situ sobre
la respuesta innata, en el presente trabajo se analizaron tres parametros: 1) la
actividad de la fosfatasa alcalina; 2) la capacidad litica del sistema del complemento;
y 3) la actividad antioxidante-oxidante bajo condiciones basales en crias de tortuga
Lepidochelys olivacea a la emergencia del nido de la playa de la Escobilla, Oaxaca.
Adicionalmente, se cuantificd la expresion de las proteinas de choque térmico 70
(HSP70) y HSP90 en bazo e higado como indicadores de estrés por temperatura, y
la expresion del receptor tipo toll (TLR) 4, a nivel de mRNA. Todos los individuos

fueron sexados.
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Metodologia

El sitio de estudio del presente trabajo fue el Santuario Playa de la Escobilla en
Oaxaca (15° 47,1 N, 96° 44.3’ O; Figura 1); donde se resguardaron nidos in-situ
(n=10) y nidos ex-situ (n=10) durante la 4a arribada, entre los meses de octubre a
diciembre del afio 2019. Se colectaron cuatro crias por nido, con un total de 40 crias
por condicion bajo el permiso de colecta SGPA/DGVS/9040/19. De esta manera, a
finales del mes de octubre se comenzé a patrullar la playa a partir del tercer dia de
arribada y hasta el dia cinco, cubriendo un area de 11,250 m?. Se seleccionaron de
manera aleatoria a las tortugas anidantes listas para desovar y se procedi6é a marcar
los nidos in-situ mediante el método de triangulacién (Avila y Meraz, 2008). Se
contabilizaron los huevos que fueron depositados por la tortuga anidante y a la
cuenta del huevo numero 20 se coloco un sensor de temperatura (Onset HOBO®
Bluetooth Pendant MX2200 and UA-002-64; accuracy +/- 0.2 °C) a una profundidad
aproximada de 35 cm (Merwe et al., 2005). Estos sensores fueron programados
para el monitoreo de temperatura cada hora durante el periodo de incubacion.

La reubicacion de los nidos ex-situ fue llevada a cabo por el personal del Centro
Ecoturistico La Escobilla, siguiendo los protocolos establecidos por la Norma Oficial
Mexicana (NOM-162-SEMARNAT-2012). Una vez identificada la tortuga anidante
se procedio a retirar los huevos del nido antes de que esta los cubriera con arena.
Los huevos fueron colocados en bolsas de algodén de malla previamente marcadas
para su traslado con el minimo movimiento de rotacion o agitacion. Las nidadas
fueron transportadas al vivero La Escobilla y sembradas en nidos previamente
construidos (NOM-162-SEMARNAT-2012). Se colocoé un sensor de temperatura

como se ha descrito previamente y al finalizar el nido fue cubierto con arena y

42



marcado. En conjunto, se colocaron 12 sensores de temperatura in-situ y 12
sensores ex-situ. Sin embargo, los nidos in-situ marcados no fueron exitosos. De
esta manera, al dia 42 de incubacion, se procedio a identificar nidos cercanos a los
sensores previamente colocados in-situ, para evaluarlos al momento de la
emergencia (ej. dia 45 de incubacion).

Se seleccionaron las primeras cuatro crias de cada nido, tan pronto como
alcanzaron la superficie de la arena las crias fueron eutanasiadas por decapitacion
(NOM-033-ZO0-1995. Herrera-Vargas et al., 2017; Robledo-Avila et al., 2022). De
todos los individuos se colecté una muestra de sangre completa en microtubos con
heparina de litio (300-500 ul), la cual se mantuvo a 4 °C. Posteriormente las
muestras de sangre fueron centrifugadas a 2,500 rpm durante 15 min para la
obtencién de plasma sanguineo. Se obtuvo una muestra de bazo y de higado de la
primera cria de cada nido. Estas muestras fueron incubadas en soluciéon
estabilizadora (RNAlater, ThermoFisher). Las gonadas de todas las crias fueron
extraidas y se almacenaron en formalina al 10% para posteriores analisis
histolégicos y la determinacion sexual (Robledo-Avila et al., 2022). Las muestras de
plasma sanguineo y de bazo e higado fueron transportadas en nitrogeno liquido
hasta el laboratorio de Ecofisiologia Animal del Instituto de Investigaciones sobre
los Recursos Naturales (INIRENA-UMSNH), donde fueron almacenadas a -70°C

hasta su uso.
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Figura 1. Mapa del sitio de estudio en el Santuario Playa de Escobilla Oaxaca.
En la imagen se observa la ubicacién espacial del sitio de muestreo (circulo negro).
El sitio de monitoreo y colecta en playa para los nidos in-situ (estrella amarilla)
estuvo localizado a una distancia de 350 metros del vivero, donde fueron reubicados
los nidos ex-situ (estrella roja).
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Actividad de la fosfatasa alcalina

La actividad enzimatica de la fosfatasa alcalina se determind siguiendo protocolos
previamente establecidos y modificados por Bergmeyer et al. (1974) y Walter y
Schutt (1974). En breve, se incubaron 10 pl de plasma sanguineo con 1,000 pl de

buffer de fosfatos con carbonato (30 mM, pH 9.8) a 37° C. La actividad de la enzima

se midio en tiempo real en espectrofotometro CARYWIN® a 407 nm durante seis

minutos cada 50 segundos. Todo lo anterior se realizé por triplicado para cada
muestra. La cuantificacion de proteinas se realizé mediante el método de Bradford
(1976), realizado por duplicado (iMark™ Absorbance Microplate Reader, Biorad). El
valor real de la actividad especifica de la enzima se obtuvo a partir de la lectura de
la absorbancia y la cuantificacion de proteinas correspondientes para cada
individuo, de acuerdo con la siguiente férmula:

Unidades/ml
mg proteina soluble /ml

Unidades/mg proteina soluble =

Capacidad hemolitica del complemento

El ensayo de la actividad hemolitica del complemento se realiz6 siguiendo
protocolos descritos en animales silvestres (Merchant et al., 2015; Moledn et al.,
2020). Para ello, se obtuvo 1 ml de sangre completa de borrego mediante jeringa
estéril con aguja de 20G, y se almacend en un tubo BD Vacutainer K2zEDTA (acido
etilendiaminotetraacético). Posteriormente se tomaron 200 pl de la muestra y se
realizaron tres lavados con 3 ml de solucién salina al 0.9% seguidos de
centrifugacion a 2,500 rpm, a temperatura ambiente. La pastilla resultante fue

resuspendida en 2.5 ml de solucion salina para obtener una concentracion final de
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eritrocitos de borrego (SRBC) al 5%. Se mezcld 1 ml de esta solucion con 2.5 ml de
solucién salina para obtener una solucion de SRBC al 2% (Merchant et al., 2015).

Para determinar el volumen de plasma necesario para lisar al menos el 50% de los
SRBC, se realizé un ensayo de hemdlisis dependiente de volumen, modificado de
Baker y Merchant, 2018. En breve, se incubaron 2, 4, 6, 8, 10 y 12 ul de plasma de
tortuga, completando un volumen final de 200 ul con buffer de dextrose-gelatina
(Veronal, BioWhittaker, Walkersville, MD), adicionando 150 pl de SRBC al 2%
durante 30 min a temperatura ambiente. Las muestras fueron centrifugadas a 2,500
x g durante 3 min a temperatura ambiente y se recuperaron 150 ul de sobrenadante,
los cuales fueron transferidos a una placa de 96 pozos para su lectura en el
espectrofotdmetro (Varioskan™ LUX multimode microplate reader) a una
absorbancia de 540 mn. Todas las muestras sanguineas se analizaron por
duplicado, y los resultados se expresaron como el porcentaje maximo de hemoalisis.
Se utilizaron dos controles: uno negativo (0% lisis), el cual incluy6 150 pl de Veronal
+ 150 pl de SRBC al 2%; y uno positivo (100% lisis), el cual incluyé 150 ul agua
destilada + 150 yl de SRBC al 2% lisados mecanicamente con aguja de 30G y
jeringa de tuberculina (10 eyecciones). El control positivo fue verificado mediante el
conteo de eritrocitos en camara Neubauer a una magnificacion de 400X (Merchant
et al., 2012; Moledn et al., 2020). Para obtener el porcentaje de lisis de SRBC, fue
considerada la lectura de absorbancia del control positivo como el 100% de lisis.
Posteriormente se obtuvo el valor real del porcentaje de lisis por individuo. A

continuacion, se muestra un ejemplo del procedimiento descrito anteriormente.
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Absorbancia de control positivo (0.457) 100%

Absorbancia de muestra "Z" (0.143)
(0.143) * (100) — 31.3%
0.457 R

X = 31.3%de lisis de SRBC de la muestra "Z"

Actividad antioxidante-oxidante

Se realizaron ensayos colorimétricos para evaluar la capacidad antioxidante total
(TAC, por sus siglas en inglés), de la Superdxido Dismutasa (SOD), asi como del
Peroxido de Hidrogeno (H202) en el plasma sanguineo de las crias de L. olivacea.
La actividad de cada compuesto se determind mediante kits comerciales (TAC:
BioVision K274-100; SOD: SIGMA-ALDRICH 19160-1KT-F; H202: Thermo Fisher
Scientific A22188) de acuerdo con las instrucciones del fabricante y protocolos

modificados por Martinez-Lendech et al. (2018).

Ensayos de expresion de proteinas de choque térmico y del receptor tipo Toll

Se llevo a cabo la purificacidon de ARN del bazo e higado de cada cria con TRIzol™
Reagent de Invitrogen como lo indica el fabricante. La sintesis de ADNc se llevo a
cabo con 100 ng/ ul de ARN total mediante el iScript™ ADNc Synthesis Kit de
BioRad como lo indica el fabricante. Los oligonucleétidos sentido y antisentido para
amplificar las secuencias de interés fueron sintetizados por T4Oligo (Tabla 1). La
cuantificacion de la expresion fue realizada mediante RT-PCR con iTaq Universal
SYBR Green Supermix en Termociclador BioRad CX2000, empleando 250 ng/ pl de
ADNc para todas las reacciones. La pureza del ARN y ADNc se evalu6é en
NanoDrop™ One (ND-ONE-W; Thermo Scientific). La expresion relativa de los

genes de interés (HSP70, HSP90 y TLR4) fue comparada mediante 2-22Ct con
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respecto al gen de referencia r18S, normalizando los datos a la condicion control

(in-situ). Se realizaron dos ensayos independientes para bazo y para higado.

Tabla 1. Cebadores usados para RT-qPCR, disefiados a partir de referencias de
Caretta caretta® y Chelonia mydas®.

Gen Secuencia (5’-3’)
r18s? GCTAATACATGCCGACGAG
GGCCCGAGGTTATCTAGAG
HSP90? GGATACTGGCATAGGGATG
CAACACCAAACTGACCAATC
HSP70° TCTCCGTACAGCTTGTGAAC
CCACGGAACAGATCAGC
TLR4 x1® | TCACTTATGGTTCTCTCCACCG
GGGAACTCCAGAGAGGTTCAA
aTedeschi et al., (2015)
bNCBI

Analisis estadistico

Los resultados de la respuesta innata (actividad de la fosfatasa alcalina, capacidad
hemolitica y antioxidante-oxidante), asi como la expresion de las HSP y del TLR4,
fueron comparados entre los nidos in-situ (n=10) y los nidos ex-situ (n=10).

La actividad de la fosfatasa alcalina y de la SOD fueron comparadas mediante
modelos lineales mixtos (LMM, por sus siglas en inglés); mientras la capacidad
hemolitica, la TAC vy la actividad del H202, fueron analizadas mediante modelos
lineales mixtos generalizados (GLMM, por sus siglas en inglés) con distribucion
quasi-Poisson (capacidad hemolitica, TAC y H202). Los modelos incluyeron como
efecto fijo al tratamiento (in-situ vs ex-situ) y como efecto aleatorio a las crias de
cada nido (debido a su jerarquizacion). El efecto del factor fijo en los LMM fue
comparado mediante analisis de varianza, mientras el efecto del factor fijo en los

GLMM fue estimado usando la prueba de Chi? Wald tipo II. El efecto del modelo se
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determiné a partir de R? marginal, como medida de proporcién que explica la
varianza por el modelo seleccionado; tomando en cuenta un nivel de significancia
de 0.05. Los datos en crudo de las variables analizadas fueron graficados en el
software GraphPad Prism Versién 84.0.

Se evalud la normalidad de los datos de todas las variables mediante la prueba de
Shapiro-Wilk, asi como la homocedasticidad de los modelos seleccionados. Todos
los analisis estadisticos fueron realizados en el programa R (R Core Team, 2020) y
RStudio (version 1.0.153). Los modelos lineales mixtos fueron realizados utilizando:
readxl (Wickham and Bryan, 2019), Ime4 (Bates et al., 2014), ImerTest (Kuznetsova

etal., 2017).

Resultados

Temperatura de la arena de los nidos

Aunque los registros de la temperatura no fueron incluidos en los analisis debido a
que las crias de los nidos in-situ previamente marcados no emergieron, la
temperatura fue promediada para cada condicidn de incubacion y se presentan
como referencia. Los nidos in-situ presentaron una temperatura promedio de 32.8 +
0.05 °C, error estandar (MINIMA= 28.7 °C - MAXIMA= 34.8 °C), mientras los nidos
ex-situ presentaron un promedio de 30.8 + 0.02 °C, error estandar (MINIMA= 29.3
°C - MAXIMA= 32.0 °C). Los nidos in-situ promovieron el desarrollo de hembras
(40/40), mientras que los nidos ex-situ favorecieron la diferenciacion de machos

(39/40).
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Actividad de la fosfatasa alcalina

Los resultados mostraron que los niveles de actividad enzimatica de la fosfatasa
alcalina en tortugas marinas a la emergencia de nidos ex-situ (0.0518 + 0.007
mU/mg proteina, promedio + error estandar) no son diferentes de aquéllos
registrados en crias provenientes de nidos in-situ (0.0646 £ 0.007 mU/mg proteina,

promedio % error estandar; p>0.05. Figura 2A y Tabla 2).

Capacidad hemolitica del complemento
De manera semejante, la capacidad de hemolisis de las proteinas del complemento
no mostro diferencias entre las crias provenientes de nidos ex-situ (16.25 + 0.95 %)

y las crias de nidos in-situ (20.5 £ 2.35 %). Figura 2B y Tabla 3.
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Figura 2. Efecto de la reubicacion de nidos ex-situ sobre la actividad de la
fosfatasa alcalina y la capacidad hemolitica del complemento en crias de L.
olivacea a la emergencia del nido. El grafico A muestra la actividad especifica de
la fosfatasa alcalina (mU/mg de proteina) y el grafico B muestra el porcentaje de
actividad maxima de lisis del sistema del complemento en el plasma sanguineo de
las crias provenientes de nidos in-situ y ex-situ bajo condiciones basales. Los
resultados son presentados como promedios * error estandar, p>0.05.
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Capacidad antioxidante-oxidante

Respecto a la capacidad antioxidante, la actividad de la SOD no mostro diferencias
entre las dos condiciones de incubacion (in-situ = 28.78 + 3.98 %; ex-situ = 34.44 +
2.32 %) (Figura 3A y Tabla 2); mientras que la TAC presentada por las tortugas
incubadas en nidos ex-situ fue significativamente menor que la observada en
tortugas provenientes de nidos in-situ (Chi? = 8.0725, p<0.01) (Figura 3B y Tabla 3).
La actividad del H.O2 fue menor en tortugas incubadas en nidos ex-situ en
comparacion con la que se observo en las tortugas incubadas in-situ (Chi? = 26.995,

p<0.001) (Figura 3C y Tabla 3).

Tabla 2. Resumen de resultados de los modelos de efectos lineales mixtos de los
parametros de actividad de fosfatasas alcalinas y actividad de Superodxido
Dismutasa (SOD) de las crias de Lepidochelys olivacea de nidos ex-situ.

Variable respuesta B (SE) df F p R?
Actividad de 0.02
fosfatasas alcalinas

Intercepto 6.709 (0.39) <0.001

In-situ vs. ex-situ -0.149 (0.57) 18.34 | -0.26 0.796
Actividad de SOD 0.01
Intercepto 34.457 (3.37) <0.001

In-situ vs. ex-situ -3.594 (5.19) 16.95 | -0.69 0.498

B (SE): coeficiente de regresion (error estandar), d.f.; grados de libertad Welch-
Satterthwaite, F: radio de F, p: valor de p, R:: coeficiente marginal de determinacion.
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Figura 3. Capacidad antioxidante y oxidante evaluada en plasma sanguineo
en crias de L. olivacea a la emergencia. En el grafico A se muestra el porcentaje
de inhibicién de la actividad de superdxido dismutasa; el grafico B muestra la
actividad de antioxidantes totales (nmol/pl), mientras que en el grafico C, se muestra
la actividad de peroxido de hidrégeno (uM), evaluados en el plasma sanguineo de
las crias provenientes de nidos in-situ y ex-situ bajo condiciones basales. Los
resultados se presentan con promedios + error estandar; **p<0.01, ***p<0.001.
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Tabla 3. Resumen de resultados de efectos del modelo mixto lineal generalizado
para los parametros de actividad hemolitica de complemento, actividad de
antioxidantes totales (TAC) actividad de peroxido de hidrogeno (H202) evaluados en
plasma sanguineo de las crias de Lepidochelys olivacea de nidos ex-situ.

Intervalo de Prueba de
confianza de hipoétesis
Variable respuesta B (SE) Wald 95%
Min Max Wald Pr
Chi? (>]t)

Actividad hemolitica
de complemento
Intercepto -1.6398 (0.12) <0.001
In-situ vs. ex-situ 0.2845 (0.16) | -23.217 | 50.644 | 2.9757 | 0.0935
Actividad de TAC
Intercepto 5.62194 (0.02) <0.001
In-situ vs. ex-situ 0.09483 (0.03) | -6.5324 | 13.6571 | 8.0725 | 0.005
Actividad de H20:
Intercepto 5.15187 (0.08) <0.001
In-situ vs. ex-situ 0.58743 (0.11) | -16.531 | 16.276 | 26.995 | <0.001

B (SE): coeficiente de regresion (error estandar), Pr(>|t|): valor de p.

Expresion de proteinas de choque térmico y del receptor tipo Toll

Los resultados muestran que la expresion relativa de la HSP70 fue
significativamente mayor en el bazo de las tortugas incubadas en nidos ex-situ con
respecto a las tortugas provenientes de nidos in-situ (2.7853 = 0.14; 1 + 0.02;
promedio * error estandar; respectivamente. Figura 4A). No se observaron
diferencias en la expresion de HSP9O0 (in-situ = 1 + 0.03; ex-situ = 1.1839 * 0.06;
promedio = error estandar) y TLR4 (in-situ = 1 £ 0.03; ex-situ = 1.4511 £ 0.03;
promedio % error estandar) en bazo (Figura 4A). Por otro lado, la expresion relativa
de la HSP90 fue significativamente menor en el higado de las tortugas provenientes
de la condicion ex-situ en comparacion con aquellas tortugas incubadas en nidos
in-situ (0.2649 + 0.009; 1 + 0.12; promedio + error estandar; respectivamente. Figura

4B). El higado no presento diferencias en la expresion relativa de la HSP70 (in-situ
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=1+ 0.13; ex-situ = 0.5999 + 0.04; promedio + error estandar), ni en la expresion
del TLR4 (in-situ = 1 + 0.05; ex-situ = 1.3504 + 0.03; promedio + error estandar;

Figura 4B).
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Figura 4. Expresion relatlva de proteinas en bazo e higado de crias de L.
olivacea a la emergencia. En el grafico A, se muestra la expresion relativa del
MRNA en bazo; en el grafico B, se muestra la expresion relativa del mRNA en
higado, comparando los promedios de las proteinas de choque térmico y del
receptor tipo toll (TLR) 4, en los tejidos de crias provenientes de nidos in-situ y ex-
situ bajo condiciones basales. Los resultados se presentan con promedios + error
estandar; *p<0.05.

Discusion

El presente trabajo es continuacion de un reporte previo que muestra que la
incubacién ex-situ promueve el desarrollo esplénico y el incremento en los
heterdfilos en crias de tortuga marina a la emergencia del nido. Con el objetivo de
determinar si esta configuracion inmunitaria en las crias esta relacionada con una
mejor respuesta innata, en este trabajo se evalué el efecto de la incubacion ex-situ

sobre la actividad de la fosfatasa alcalina, la actividad hemolitica de la via alternativa
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del complemento, la capacidad antioxidante-oxidante y la expresion de HSP70 y 90
y de TLR4 en bazo e higado. Los resultados mostraron que la incubacion ex-situ no
alter6 la actividad de la fosfatasa alcalina, ni la capacidad hemolitica del
complemento. Sin embargo, se observaron cambios en la actividad antioxidante-
oxidante y en la expresion de las HSP en bazo e higado en las crias incubadas en
nidos ex-situ. Asi mismo los nidos ex-situ presentaron un sesgo en la determinacion
sexual hacia machos, mientras que en los nidos in-situ se observd un efecto

contrario, con un 100% de hembras.

La actividad de la fosfatasa alcalina bajo condiciones basales no se modifica por la
incubacion ex-situ

La fosfatasa alcalina es considerada como un factor importante en la activacion de
los macréfagos (Azevedo y Lunardi, 2003), y sus niveles de actividad son sensibles
a las temperaturas de incubacion fuera de los rangos 6ptimos en reptiles (Tattersall
et al., 2012). Adicionalmente, ha sido reportado que los niveles de actividad de la
fosfatasa alcalina incrementan durante la inflamacion, el estrés oxidante y en
presencia de un reto inmunitario (Lu et al., 2021). El hecho de que los niveles de
actividad de la fosfatasa alcalina en plasma sanguineo no sean diferentes entre
condiciones de incubacion, sugiere que la respuesta basal (en ausencia de reto
infeccioso) no es afectada por la condicion de incubacion. Este resultado es
apoyado por estudios previos donde reportan que en ausencia de reto la actividad
de esta enzima no mostré un efecto diferencial relacionado con la temperatura de

incubacion en tortugas de agua dulce (Dang et al., 2015a).
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En las crias de L. olivacea no se observo un efecto diferencial de la condicion de
incubacion sobre la actividad hemolitica de la via alternativa del complemento

Las proteinas del complemento dependientes de la via alternativa estan activas en
estado de reposo, amplificando su actividad en presencia de infecciones (Ferat et
al., 2016). Estudios previos han demostrado que la actividad de esta via es
dependiente de la temperatura de incubacion (Merchant et al., 2015) y del sexo de
los individuos (Freedberg et al., 2008). Sin embargo, ha sido dificil separar los
efectos de la temperatura per se de aquéllos del sexo (Zimmerman, 2018). En el
presente trabajo las temperaturas de incubacion sesgaron el sexo de las crias hacia
hembras en los nidos in-situ y hacia machos en los nidos ex-situ. Este escenario
permitié evaluar una respuesta diferencial del sistema del complemento asociada al
sexo de las crias. El hecho de que no se hayan identificado diferencias en la
respuesta basal sugiere que ambos sexos emergen con las mismas capacidades
innatas para hacer frente a los retos inmunitarios reconocidos por este sistema.
Estos resultados son apoyados por reportes previos en tortugas de agua dulce
(Graptemys pseudogeographica) incubadas en temperaturas feminizantes y
masculinizantes controladas, las cuales no mostraron diferencias en la actividad
hemolitica del sistema del complemento (Freedberg et al., 2008). De manera
interesante, el mismo estudio reporta un efecto diferencial de la temperatura de
incubacion (y del sexo) sobre la capacidad hemolitica en crias de tortugas mapa (G.
ouachitensis). En este trabajo las tortugas macho presentaron una mayor capacidad
hemolitica en comparacion con las hembras (Freedberg et al., 2008). No obstante,

los resultados no son consistentes entre estudios (Paitz et al, 2010).
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Recientemente se ha sugerido que en reptiles adultos el sexo de los individuos
puede determinar la respuesta del sistema inmunitario (Hudson et al., 2021). Por
otro lado, se ha sugerido que en crias la temperatura de incubacién regula la
inmunocompetencia independientemente del sexo (Svensson et al., 2009). Sin

embargo, los mecanismos aun no han sido descritos.

La incubacion ex-situ reduce la actividad antioxidante-oxidante bajo condiciones
basales en crias de tortuga marina a la emergencia del nido

Las crias incubadas en nidos ex-situ presentaron menor TAC y actividad de H20>
en comparacion con las crias de nidos in-situ. Sin embargo, la actividad de la SOD
no se modific6 por la condicién de incubacion. Los antioxidantes reducen la
produccién de las ROS evitando su acumulacion, ya que el desbalance a favor de
los agentes oxidantes puede ocasionar dafo importante a nivel celular en lipidos,
proteinas y/o ADN de los individuos (ej. estrés oxidante) (Sies et al., 2017). El
incremento de la TAC en condiciones basales de las crias in-situ de L. olivacea,
puede ser un indicador de que en estos individuos la demanda de antioxidantes no
enzimaticos es requerida para mitigar los efectos del H2O2, una estrategia que
disminuye el riesgo de dafos adicionales, canalizando las ROS hacia productos
menos dafinos (Sies et al., 2017). De tal manera que un alto contenido de
antioxidantes no enzimaticos puede proteger los sitios activos criticos del dafio
oxidativo. Mientras que los niveles de SOD fungen como sistemas enzimaticos que
conllevan mayor desgaste energético e incremento de las ROS (Sies et al., 2017),
lo cual en este momento podrian resultar suficientes para equilibrar los niveles

fisiologicos de las ROS (Tobler et al., 2015). En lagartijas (Ctenophorus pictus) se
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ha reportado un efecto diferencial de la temperatura y del sexo sobre la actividad
antioxidante-oxidante (Tobler et al., 2015). Este trabajo ha mostrado que las
lagartijas macho sometidas a un reto infeccioso presentan una mayor actividad
oxidante en comparacion con las hembras, quienes presentan mayor actividad
antioxidante. En conjunto, estos resultados sugieren una inversion diferencial del
sexo en la respuesta ante las infecciones, y sugieren que las hembras disminuyen
el riesgo de dafio oxidante frente al reto (Tobler et al., 2015). En tortugas de agua
dulce (Pelodiscus sinensis) retadas con diferentes concentraciones de H20: se ha
reportado una disminucién en la actividad de las ROS y la SOD, asi como un
incremento en la TAC (Zhang et al, 2018). La TAC en estas tortugas, fue
dependiente de la concentracion y el tiempo post-reto, sefialando que el tejido de
mayor vulnerabilidad frente a retos oxidantes fue el bazo (Zhang et al., 2018). En un
estudio previo se reporta que la citoarquitectura del bazo se ve disminuida en crias
in-situ al nacimiento del nido (Robledo-Avila et al., 2022), siendo el bazo el 6érgano
principal para la respuesta humoral en reptiles.

La interaccion antioxidante-oxidante observada en las crias in-situ a la emergencia
del nido, sugiere que estas tortugas podrian ser mas vulnerables a presentar estrés
oxidante frente a retos ambientales y/o infecciosos posterior a la emergencia y con
dafo potencial en érganos diana como el bazo, como ha sido previamente
propuesto (Zhang et al., 2019; Li et al., 2021). Aunque en este trabajo no es posible
separar los efectos de la condicién de incubacién, la temperatura y el sexo sobre
los niveles de actividad del sistema antioxidante-oxidante, es indiscutible un efecto

de la estrategia de conservacion.
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Las crias incubadas en condiciones ex-situ presentaron una expresion diferencial
de las proteinas de choque térmico en higado y bazo, sin cambios en la expresion
del receptor de tipo Toll 4

La expresion relativa de la HSP70 en el bazo de las crias incubadas en los nidos
ex-situ fue significativamente mayor, mientras que un efecto similar fue observado
en la expresion relativa de la proteina HSP90 en el higado de las crias provenientes
de los nidos in-situ. La HSP70 y 90 han sido consideradas como biomarcadores
para la evaluacion de la termotolerancia en crias de reptiles, y su expresion
diferencial se ha correlacionado con el incremento de la temperatura de incubacién
y con el tiempo de exposicion (Gao et al., 2014; Dang et al., 2015b; Tedeschi et al.,
2015). De esta manera, se ha sefalado a la HSP90 como la mas susceptible a los
cambios en el ambiente durante el desarrollo embrionario, independientemente del
tejido en que ésta sea evaluada (Tedeschi et al., 2015). En reptiles la HSP90 actua
como proteina chaperona y protege a otras proteinas como a las enzimas de la
desnaturalizacion en temperaturas no 6ptimas (Tedeschi et al., 2015). Asi, la mayor
expresion de la HSP90 en el higado de las crias in-situ, permite sugerir un efecto
protector ante estrés térmico. Por otro lado, la mayor expresion de las HSP70 en el
bazo de las crias ex-situ, podria sugerir eventos relacionados con la citoarquitectura.
Se ha reportado que las HSP participan como agentes inmunorreguladores,
potenciando la produccion de citocinas y expresion de moléculas de adhesion,
enviando sefiales de maduracion y péptidos a las células presentadoras de
antigenos a través de interacciones mediadas por receptores (Pockley, 2003). De
esta manera, con los antecedentes de un desarrollo adelantado del bazo en las

tortugas ex-situ (Robledo-Avila et al., 2022), sugiere que este sea un potencial
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indicador de una mejor inmunocompetencia al nacimiento (Mu et al., 2013; Dang et
al., 2015b).

Por su parte, la expresion relativa de TLR4 no presentd diferencias entre
condiciones de incubacién en ninguno de los érganos evaluados. En mamiferos el
TLR4 reconoce al lipopolisacarido de bacterias Gram-negativas y desencadena
procesos como la fagocitosis (Nicholson, 2016). En tortugas marinas se predice la
misma funcién (Zhou et al., 2016). El hecho de que no se observe una expresion
diferencial en crias de tortuga entre las dos condiciones de incubacion sugiere una
actividad basal similar. Sera necesario evaluar en futuros experimentos su
expresion diferencial en presencia de un reto infeccioso controlado y/o bajo
condiciones de temperaturas fuera de los rangos Optimos del desarrollo de las

tortugas.

Con estos resultados se aportan los registros basales de la actividad enzimatica de
la fosfatasa alcalina, la actividad hemolitica de la via alternativa del complemento,
la expresion de HSP y del TLR4, asi como de estrés oxidante en crias de tortuga
golfina a la emergencia del nido de la poblacion del Santuario de la Escobilla,
Oaxaca. Sera necesario evaluar el efecto de la reubicacion ex-situ en crias
sometidas a un reto inmunitario sobre los parametros aqui reportados.
Adicionalmente, sera necesario continuar explorando la respuesta innata humoral
asociada a otras enzimas, péptidos antimicrobianos y marcadores de inflamacion,
entre otros, para determinar el efecto biolégico potencial de la reubicacion de

huevos ex-situ.
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Conclusion
El presente trabajo muestra que la reubicacion de huevos en nidos ex-situ sesga la
determinacion sexual en las crias de L. olivacea preservando la funcion inmunitaria

en condiciones basales.
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X. DISCUSION GENERAL

El presente trabajo tuvo como objetivo general evaluar el efecto de la reubicacion
de huevos ex-situ sobre la respuesta innata y la condicién corporal en crias de
Lepidochelys olivacea a la emergencia del nido. Los resultados sugieren que las
crias incubadas en nidos ex-situ presentan una mejor condicion corporal y
configuracion inmunitaria, mientras que la funcion de su respuesta innata basal es
preservada independiente del sesgo en la determinacion sexual y favoreciendo el
éxito de supervivencia de las crias. En conjunto, estos hallazgos evidencian la
importancia de seguir preservando el uso de los viveros como una estrategia de
proteccién, reubicacién y manejo ex-situ de los huevos de tortuga marina en su
habitat de anidacién, considerando las condiciones que presenta el vivero del

Santuario Playa de Escobilla, Oax.

La conservacion ex-situ se asocia con una mejor configuracion inmunitaria y
condicion fisica en crias de lepidochelys olivacea

Los resultados mostraron que la estrategia de conservacion ex-situ estad asociada
con una mejor configuracion inmunitaria, evidenciada por un mayor numero de
agregados de tejido linfoide asociado a arterias (PALS) en bazo y un mayor indice
somato-esplénico. En reptiles se ha reportado que la citoarquitectura de bazo esta
relacionada con una robusta respuesta humoral (Zhang et al., 2019) y con la
defensa contra bacterias extracelulares (Zhang et al., 2016). De manera interesante,
tanto la estacionalidad como la temperatura intervienen en la eficiencia de su
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respuesta humoral (Muioz y De la Fuente, 2001), incrementando el tamafo y
modificando la conformacion de tejido linfoide en bazo (Neely y Flajnik, 2016). Por
otro lado, esta estrategia de conservacion esta asociada a una mejor condicion
fisica de las crias, observando mayor masa y talla corporal de las tortugas de nidos
ex-situ. A las crias de mayor tamafo, se les ha asociado con mejores habilidades
en desplazamiento, nado y tiempo de reincorporacion (Fleming et al., 2021),
incubadas bajo temperaturas frias con periodos extendidos en la incubacion (Rivas
et al., 2019), caracteristicas que apuntan a un mejor fenotipo en las crias de tortuga

(Freedberg et al., 2008).

La incubacion en viveros sesga la proporcion sexual en crias a la emergencia del
nido e incrementa su probabilidad de supervivencia

Se ha sugerido que el sexo de los individuos es un factor determinante en la
eficiencia de su respuesta inmunitaria (Freedberg et al., 2008). Sin embargo, para
tortugas cuya diferenciacion sexual esta determinada genéticamente, ha sugerido
que la temperatura de incubacion es el factor que determinara una eficiencia en la
condicion y en la respuesta inmunitaria de las tortugas (Dang et al., 2015a). En este
trabajo se observé un efecto de la reubicacion ex-situ en la determinacion sexual,
con un sesgo hacia los machos para ambos afos de colecta. Sin embargo, esta
variable no contribuyé a explicar las diferencias encontradas para las variables
evaluadas en este proyecto. Por otra parte, se sugiere que la conservacion de

huevos en nidos ex-situ incrementa la probabilidad de supervivencia de las crias,
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evidenciada por un mayor porcentaje en el éxito de eclosion y emergencia del nido.
Estas caracteristicas muy probablemente estan asociadas a mejores condiciones
de incubacion, presentando bajas temperaturas y mayor humedad en los nidos

(Tezak et al., 2020; Reboul et al., 2021).

La reubicacion ex-situ favorece el mantenimiento de la respuesta inmunitaria a un
menor costo que la incubacion in-situ

Se ha propuesto que en organismos ectotermos factores como la temperatura (Li et
al.,, 2013) y la humedad (Brown y Shine, 2018), son determinantes en la
configuracion temprana del individuo para desarrollar una inmunocompetencia
eficiente al nacimiento. De acuerdo con los resultados de este trabajo, la reubicacion
de huevos en nidos ex-situ favorece el mantenimiento de la respuesta innata basal
en crias de L. olivacea a la emergencia del nido. Se ha reportado que la dinamica
de los niveles de actividad de la fosfatasa alcalina y la actividad hemolitica del
sistema complemento, se asocian con la presencia de un reto infeccioso (Lu et al.,
2021), y de la temperatura de incubacion independientemente del sexo de los
individuos (Svensson et al., 2009). Por lo que los resultados sugieren que en
condiciones basales la respuesta innata (en ausencia de reto infeccioso), no es
afectada por la incubacion (Dang et al., 2015a); sugiriendo que ambos sexos
emergen con las mismas capacidades para hacer frente a los retos inmunitarios
reconocidos por estos mecanismos. De manera interesante, la respuesta diferencial

de la capacidad antioxidante-oxidante en plasma sanguineo y la expresién de las
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HSP70 y 90 podrian contribuir a explicar la estabilidad de los parametros

inmunitarios medidos en condiciones basales en este trabajo.

La temperatura de incubacion es una variable que podria explicar los efectos de la
reubicacion ex-situ sobre la respuesta inmunitaria

La temperatura de incubacion es uno de los factores determinantes para la
diferenciacion sexual de los ectotermos, y se le ha relacionado consistentemente su
efectividad en la inmunocompetencia en reptiles (Freedberg et al., 2008; Lu et al.,
2021). En este trabajo no fue posible evidenciar de manera directa el efecto de la
temperatura de incubacion entre nidos in-situ vs. ex-situ, debido a que las
condiciones en playa no permitieron el desarrollo de los nidos marcados con los
sensores de temperatura; sin embargo, los promedios de temperatura de la arena
permitieron demostrar de manera indirecta que la temperatura de incubacion
observada en nidos ex-situ, favorecio la sobrevivencia, el desarrollo corporal y del
sistema inmunitario para las crias de L. olivacea. En tortugas, la temperatura éptima
de incubacion es especifica de la especie y fuera de estos rangos o6ptimos la
inmunocompetencia decae (Les et al., 2009; Lu et al., 2021). Temperaturas letales
y/o constantes pueden ser un factor de riesgo para el desarrollo de las tortugas
(Maulany et al., 2012b). Datos observados en los sensores de temperatura en nidos
no exitosos in-situ (datos no mostrados). Esto permite sefialar que la temperatura
de incubacion de los nidos ex-situ podria contribuir en gran medida a explicar los

efectos de la respuesta inmunitaria aqui evaluados (Les et al., 2009).
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La orientacion de las estrategias de conservacion debe encaminarse hacia la mejora
en la calidad de vida de las tortugas marinas. Es indispensable llevar a cabo una
bitdcora para monitorear la fluctuacion de temperaturas de incubacion a lo largo de
la temporada de anidaciones. Asi como la humedad de la arena y el sombreado del
vivero, lo cual es indispensable para contrarrestar los incrementos de temperatura
potencialmente letales para los embriones/crias de tortugas. De igual manera, se
sugiere continuar con las recomendaciones generales realizadas en la NOM-162-
SEMARNAT-2012, para el manejo y mantenimiento de los viveros para las nidadas

de tortugas marinas.

71



XI. CONCLUSION GENERAL

Los resultados de este trabajo indican que la conservacién de huevos ex-situ esta
asociada con una mejor configuracién inmunitaria, sin alterar su funcion inmunitaria
innata basal. Esta estrategia contribuye a una mejor condicion corporal de las crias,
con un sesgo en la determinacion sexual. Asi mismo, las condiciones de incubacion
de huevos ex-situ promueve un mayor éxito de eclosion y de emergencia de crias

de L. olivacea, favoreciendo una mayor sobrevivencia.
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Xll. PERSPECTIVAS DE INVESTIGACION

Sera necesario evaluar en futuros experimentos el efecto de la reubicacion de
huevos ex-situ en crias con presencia de un reto infeccioso controlado y/o bajo
condiciones de temperaturas fuera de los rangos oOptimos del desarrollo de L.
olivacea sobre los parametros aqui reportados. Adicionalmente, sera necesario
continuar explorando la respuesta innata humoral asociada a otras enzimas,
péptidos antimicrobianos y marcadores de inflamacion, entre otros, para determinar

el efecto bioldgico potencial de la reubicaciéon de huevos ex-situ.
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Nidos de tortuga marina ¢Por qué
controlar su temperatura?

Liliana Areli Robledo Avila y Esperanza Meléndez Herrera

as tortugas marinas son reptiles longevos de

naturaleza altamente migratoria y en riesgo

potencial de extincién. Entre sus principales
amenazas se encuentra la pesca incidental, la con-
taminacion, la depredacion y el cambio climético.
A nivel mundial se han creado diversas estrategias
para conservar a las siete especies de tortugas
marinas que habitan en México. Estas estrategias
han logrado incrementar las poblaciones de algu-
nas especies como la golfina (Lepidochelys olivacea)
en la costa del pacifico mexicano, con escaso efec-
to sobre otras especies como la laud (Dermochelys
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coriacea). Una de las estrategias mayormente em-
pleadas es la proteccién de nidadas completas en
viveros con el objetivo de evitar la depredacion.

La estrategia mas exitosa: los viveros de nidadas
de tortuga

La reubicacion de huevos de tortuga en vi-
veros protegidos depende en buena medida del
personal capacitado de estos lugares, quienes
identifican a las hembras anidantes y recogen la ni-
dada completa con ayuda de bolsas o cubetas para
transportar los huevos hasta el vivero en donde se-
ran colocados en nidos construidos previamente.
Los embriones de tortuga permanecen en los nidos
reubicados hasta la emergencia del nido (>45 dias).
Al finalizar su incubacion se toma el registro de las
caracteristicas del nido (especie, nimero de crias
emergidas, fecha de inicio y fin de incubacion) y las
crias son transportadas a la playa para su liberacion
a mar abierto. Esta estrategia es muy eficiente por-

que involucra a las comunidades locales y atrae al
turismo hacialas playas de anidacion. No obstante,
puede producir alteraciones en la respuesta fisiolo-
gica de los organismos, las cuales apenas se estan
comenzando a entender.

Es claro que reubicar al nido completo, una
vez que la hembra anidante ha terminado de de-
positar sus huevos en la playa, es lo mejor que se
puede hacer para evitar el saqueo y favorecer el
desarrollo de los embriones. Sin embargo, la reubi-
cacion de los huevos en etapas tempranas de la on-
togenia puede alterar mecanismos fisioldgicos que
permiten el desarrollo 6ptimo de los embriones al
interior del nido. Existe evidencia que sugiere que la
hembra anidante escoge los mejores sitios para
dejar sus huevos, seleccionando el tipo de grano,
la temperatura y la humedad de la arena, entre
otras variables. Si bien los nidos reubicados inten-
tan emular lo mejor posible las condiciones natura-
les siguiendo normas establecidas, existen factores

Condiciones del nido y la determinacion sexual de las tortugas. Fotografia: Robledo Avila L.A.
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importantes para el desarrollo de los huevos que no
se controlan y que pueden tener consecuencias ne-
gativas para la aptitud de las crias a corto y largo
plazo.

La importancia de la temperatura en los nidos
Recientemente se ha descrito que la tem-
peratura, la humedad, el tamafio de las particulas
de arena, el intercambio gaseoso y la presencia de
parésitos en los sitios de anidacion son factores im-
portantes para el desarrollo éptimo de las tortugas
marinas al interior del nido; particularmente, se ha
reportado un efecto predominante de la tempera-
tura de incubacioén para varias especies de tortugas
marinas como la golfina, la tortuga boba (Caretta
caretta) y la tortuga verde (Chelonia mydas).

Ao 10 /Septiembre - Octubre/ No. 59| U.M.S.N.H.

La tempe-
ratura del nido
tiene un efecto
directo sobre la
determinacion se-
xual de las tortu-
gas; en la mayoria

de las especies
las temperaturas
mas templadas

promueven la di-
ferenciacion  de
machos (~28 °C)
y temperaturas
mas calidas pro-
mueven el desa-
rrollo de hembras
(~32 °C), mientras
temperaturas in-
termedias  per-
miten la diferen-
ciacion de ambos
sexos (~31.7 °C).
Ademas del sexo,
la  temperatura
parece tener un
efecto sobre la di-
ferenciacion y la
formacion temprana de células, 6rganos y tejidos,
y un efecto tardio sobre el crecimiento del embrion.
El primer proceso constituye la organogénesis, y es
un periodo critico que define el establecimiento del
plan corporal del embrién en desarrollo. El segundo
proceso esta caracterizado por el incremento en la
division celular y en el tamafio del embrién.
Multiples estudios sugieren que tempera-
turas de incubacion extremas (por encima de los
34-35°C o por debajo de los 24-25 °C) causan efec-
tos adversos sobre el desarrollo y viabilidad de los
embriones de tortugas marinas. Particularmente,
se ha descrito que temperaturas muy elevadas
aceleran el tiempo de eclosion y emergencia del
nido produciendo crias mas pequefias con mayor
cantidad de reservas energéticas (vitelo). Por otra
parte, temperaturas de incubacién por debajo de
los 28 °C alargan el tiempo de incubacién y pro-
ducen crias mas grandes, pero con menos reservas
energéticas. Aun no esté clara la relevancia funcio-
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nal de estos cambios para la supervivencia de las
crias, debido a que algunos estudios sugieren que
estas deben tener suficientes reservas energéticas
para llegar a mar abierto. Otros estudios muestran
que las crias méas grandes tienen mejor desempefio
locomotor y alcanzan mas rapido el mar evitando
depredadores en la playa.

No Unicamente las temperaturas extremas
mantenidas a lo largo del periodo de incubacion
pueden tener un efecto sobre los embriones en de-
sarrollo. Algunos estudios sugieren que incluso pe-
guefios cambios en la temperatura tienen efectos
negativos sobre la talla corporal y la organogénesis
en tortugas a la emergencia. Estos estudios mues-
tran que la reubicacion de los huevos en viveros y
la elevacion de menos de un grado centigrado en
la temperatura promedio en los nidos reubicados,
reduce la longitud de las crias y la proliferacion de
células en el ovario. Una vez mas, la relevancia fun-
cional de estos hallazgos aln no se conoce. Sin em-
bargo, estudios en mamiferos sugieren que estas
alteraciones podrian tener consecuencias a largo
plazo sobre su reproduccion.

Fotografia de Robledo Avila L.A.

Otros estudios realizados en su mayoria en
tortugas terrestres y dulceacuicolas, sugieren que
temperaturas de incubaciéon masculinizantes o fe-
minizantes pueden tener efectos sobre la respues-
ta inmunitaria innata en las crias en etapas perina-
tales. Algunos de estos estudios muestran que las
temperaturas feminizantes disminuyen la respues-
ta inflamatoria, la actividad de algunas de las pro-
teinas capaces de combatir microorganismos patoé-
genosy la expresion de proteinas relevantes parala
diferenciacién de células inmunitarias, lo que favo-
rece la muerte de los organismos ante infecciones.

Recientemente un estudio ha reportado que
temperaturas de incubacion por encima de los 33
°C en nidos in situ, afectan la aptitud de las crias a la
emergencia al decrementar su talla corporal, su ca-
pacidad locomotriz, su tasa cardiaca, e incremen-
tan poblaciones de células inmunitarias relaciona-
das coninflamacion en ausencia de infeccion, entre
otros rasgos negativos para la supervivencia. De
manera interesante, otros estudios han logrado de-
mostrar que incluso elevaciones transitorias en la
temperatura de incubacién someten al organismo

saber




a estrés térmico, incrementando la expresion de
proteinas de choque térmico muy probablemente

para tolerar estos cambios en el ambiente.

Hasta el momento se conoce con detalle el
mecanismo mediante el cual la temperatura de-
termina el sexo de las tortugas durante el segundo
tercio de la incubacion. Sin embargo, poco se sabe
acerca de los mecanismos que alteran el fenotipo
de las crias a la emergencia y durante los periodos

tempranos de la vida.
El control de latemperatura en los viveros
es primordial

En el actual escenario de pérdida
masiva de poblaciones de tortugas
marinas por depredacion y por
cambio climatico, es real-
mente necesario pro-
teger a las nida-
das completas
reubicandolas
en viveros prote-
gidos. Sin embargo,
para poder implemen-
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tar técnicas de mitigacion de la temperatura, es in-
dispensable identificar muy bien su efecto sobre
el desarrollo temprano de las crias de tortuga, con
el objetivo de optimizarloy evitar las consecuencias
negativas a nivel poblacional a corto y largo plazo.
Asi, resulta indispensable que los encargados de
los viveros y los miembros de las comunidades que
se encargan de reubicar los huevos conozcan los
efectos de regar la arena de los viveros, proteger
los nidos con malla sombra o incluso sembrar
los nidos a una distancia 6ptima que evite
que se incremente el calor metabdlico al
interior del nido.
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