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RESUMEN

Los reptiles presentan dos estrategias fundamentales para la determinacion del sexo, la
primera es por medio de cromosomas sexuales (DSC) donde la designacion del sexo es
por uno de los parentales al aportar genes que determinan el sexo en el momento de la
fecundacion. La segunda estrategia es la determinacion del sexo por las condiciones del
ambiente donde la temperatura (DST) es el principal factor y a diferencia de la estrategia
anterior, el sexo es determinado durante el desarrollo embrionario durante el periodo
sensible a la temperatura (PST). La DST se presenta en todos los cocodrilianos, en
algunas tortugas y saurios. Diversos estudios en saurios sometidos o restriccion dela
termorregulacion mostraron que temperaturas por arriba de las operativas causan un
sesgo en la proporcion sexual. Por ejemplo Robert y Thomson (2001) y Wapstra (2004)
determinaron que en dos especies de saurios viviparos con oportunidad limitada de
termorregulacién producen predominantemente machos y que este sesgo podria llevarlos
a su extincién. Estas investigaciones muestran que el calentamiento global puede
modificar la proporcion sexual de la camada. Barisia imbricata es una lagartija vivipara,
habita en climas templados de elevadas altitudes del eje neovolcanico transversal. El
desarrollo gonadal inicia en el estadio 33 del desarrollo embrionario y la diferenciaciéon
histologica testicular y ovarica es evidente en el estadio 38. El objetivo del presente
trabajo fue establecer cual es el mecanismo de determinaciéon del sexo en Barisia
imbricata y determinar si la restriccién de la termorregulacién a una temperatura operativa
elevada sesga el sexo de la camada. Se realizaron cultivos de linfocitos a partir de
muestras de sangre de hembras y machos, se capturaron imagenes de las metafases y
se realizé el cariotipo de ambos sexos. Por otro lado, a un grupo de hembras gestantes se
les restringi6 la termorregulacion durante el periodo critico de diferenciacion sexual a una
temperatura de 32°C. Ademas, se determiné el radio sexual de hembras de una poblacion
natural capturadas después del estadio 38 y de hembras que se les permitié termoregular
libremente en semicautiverio durante el periodo critico. Una vez superado la etapa 38
todas las hembras se mantuvieron en terrarios individuales y se determiné el radio sexual
de cada camada mediante la observacion de los conductos reproductores. Hembras y
machos de Barisia imbricata poseen cromosomas 2n=48 y carecen de cromosomas
sexuales heteromérficos. Una situacion similar se observa en dos especies de la misma
familia Anguidae (Ophiodes intermedius y O. striatus). La restriccion de la
termorregulacién no causé ningun sesgo en la proporcidon sexual de la camada (171
hembras vs 167 machos) de la misma manera que en la poblacion silvestre y las
mantenidas en semicautiverio. Estas observaciones en primera instancia no nos permiten
concluir que la determinacién del sexo no es por medio de la temperatura, ya que se
necesita trabajar con rangos mas amplios de temperatura para concluir que utilizan o no
este mecanismo, como se ha observado en otras especies de saurios viviparos. Por otro
lado, no se descarta la posibilidad de que Barisia imbricata posea genes en ciertos
cromosomas que determinen al momento de la fecundacion la diferenciacion ovarica o
testicular. Sin embargo, que debido al tamano de las secuencias estos no sean
distinguibles por diferencia de tamario y/o posicion del centromero. Finalmente, también
es posible que esta especie se encuentre aclimatada a esta temperatura extrema o haya
evolucionado conforme al calentamiento global.
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ABSTRACT

The reptiles have two fundamental mechanisms for sex determination: the first is through
sexual chromosomes (DSC), so that one of the parental assigns genes that determine the
sex at time of the fecundation. The second strategy is the determination of sex by
environmental conditions (DST), so the temperature is the main factor in this mechanism
sex is determined during the embryonic development in the sensitive period of
temperature (PST). DST is present in all crocodilians, some turtles and lizards. Several
researches in saurios with restriction of termoregulation say that temperature more hight to
operative generate a slant in the sexual ratio. For example, Robert and Thomson (2001)
determined in two species to vivipara lizards produced predominantly males at limited
thermoregulation and this sland to sex ratio can bring them to extinction. These
researches say that global warming can to sexual ratio to offspring. Barisia imbricata is a
vivipara lizard, originary from the neovolcanic transversal axis, which inhabits in low
temperature weathers with high altitude. The gonadal development starts in the stage 33
of the embryonic development and testicular and ovary histological differentiation happens
in the stage 38.The main objective of this project is to establish the mechanism for sex
determination in Barisia imbricata and determine if the restriction on the thermoregulation
to high temperature operative slants sex ratio to the offspring. For that, lymphocytes were
cultivars with blood of female and male. Some photos were taken of the metaphases and a
karyotype on both sex took place. On the other hand, one group of pregnant females was
submitted to restricted temperature in the critic phase for sex differentiation to a
temperature of 32 °C. Beside of that, sex ratio for female in a nature population was
determined before stage 38 and also observed females at a free thermoregulation in semi
captivity during critical phases. Before stage 38 all females state in individual terrarium and
determined to ratio sexual to spring for look reproduction conductors. The karyotype of
both females and males is a diploid number of 2n=48 and don't have sex chromosomes
heteromorphics; which matches with two saurios on the same Anguidae’s family
(Ophiodes intermedius y O. striatus). The thermoregulation restriction doesn't slant sex
ratio (171 female vs 167 males) this situation is same in feel population and semi captivity.
This observation not concludes that sex determination isn’t for temperature, is necessary
more studies with different temperatures for knew if use this mechanism or not. But, do not
discard the possibility that Barisia imbricata possess genes in particular chromosomes
relationship whit ovarian and testicular differential in the moment to fecundation, even it is
not distinguishable for differences of size or position to centromere. Finally, it is possible
that this specie is acclimatized to this extreme temperature or it was evolved according to
global warming.



1. INTRODUCCION

Los reptiles son el grupo de vertebrados que llevé acabo la innovacién
del huevo cleiddico la cual, les permitié su radiacion y amplia evolucion
en el medio terrestre (Martinez-Torres, 2003).

Con el surgimiento de la membrana amnidtica podemos dividir a los
vertebrados en amniotas y anamniotas (Luckett, 1977). Ademas este
clado, ha desarrollado a lo largo de la evolucion diversas estrategias
reproductoras, de tal manera que actualmente hay especies oviparas,
viviparas y partenogenéticas (Lance y col., 2003).

Otra caracteristica distintiva de los reptiles que influye de manera
determinante en diferentes aspectos de su historia de vida es que son
los unicos amniotas ectotérmos, motivo por lo cual necesitan de
fuentes externas de calor para elevar la temperatura de sus cuerpos,
como los rayos del sol o la temperatura del ambiente y/o del sustrato
(Huey y Slatkin, 1976; Zug y col., 2001).

Asi, la temperatura ambiental es de suma importancia, debido a que
ésta es determinante en muchos de sus procesos de historia de vida:
como determinante de la tasa de crecimiento, edad a la que se
alcanza el tamano corporal para la madurez sexual, tasa de
supervivencia, éxito reproductivo (Woolrich y col, 2006), cdépula,
duracion de la gestacion en especies viviparas, determinacion del
sexo de la descendencia (Pieau, 1999) y la expresion de genes que
participan en la diferenciacidon embrionaria de estructuras tipicas del
fenotipo sexual (gonadas, conductos y genitales externos) (Shoemaker
y Crews, 2009).

1. Diferenciacién Sexual en Reptiles

La diferenciacién sexual es el proceso que ocurre durante el desarrollo
embrionario y la vida posnatal que permite distinguir fenotipicamente a
los dos sexos. Es uno de los fendmenos biolégicos de mayor
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trascendencia, ya que su principal propdsito es el desarrollo de
caracteristicas anatdmicas, fisiolégicas y de comportamiento
especificas de cada sexo, necesarias para la reproduccion (Shine,
1989).

La cantidad de crias y el sexo de la camada son estrategias
trascendentes para la permanencia de la especie. La proporcion de
hembras y machos que nacen en una camada permite el balance
adecuado para mantener a las poblaciones. Si es perturbado pondria
en riesgo a la poblacion e incluso llevarlos a su extincion (Miller y col.,
2004).

El proceso de diferenciacion sexual se puede resumir en cinco etapas,
las cuales se dan en tiempo y espacios especificos a lo largo del
desarrollo:

|) Determinacién del sexo. —

II) Diferenciacion gonadal. Durante el desarrollo

, o - embrionario
[II) Diferenciacién de conductos.

V) Diferenciacién de genitales externos.

—

Durante el desarrollo
V) Dimorfismo sexual (diferenciacion fenotipica, € embrionario y vida

- osnatal.
cuando se presenta en la especie) y de P

comportamiento.

1.1 Determinacion del sexo

La determinacién del sexo es el mecanismo mediante el cual se
desencadena la cascada de eventos para que un organismo sea
hembra o macho (Ferguson-Smith, 2007), ya sea en el momento de la
fecundacion para las especies con determinacidon del sexo
cromosoémico (DSC) o durante el desarrollo embrionario para las



especies con determinacidon del sexo ambiental (DSA, muy
frecuentemente la temperatura es la que determina el sexo -DST-)
(Ezaz y col., 2009).

Estos dos mecanismos los podemos observar en diversas especies de
tortugas y saurios; en cambio en todos los ofidios hasta ahora
estudiados el sexo es establecido cromosdmicamente y en todos los
crocodylianos por la temperatura.

1.1.2 Determinacion del sexo cromosdomico

Cuando la determinacion del sexo es cromosomica, uno de los
parentales es el responsable de asignar el sexo a su progenie al
aportar, al momento de la fecundacidn genes que regulan la
diferenciacion ovarica o testicular.

En los saurios existen dos sistemas de cromosomas sexuales, el
primero es el sistema XX/XY en donde los machos son el sexo
heterogamético, mientras que el sexo homogameético corresponde a
las hembras (Ezaz, y col., 2006). El segundo es el sistema ZZ/ZW
donde las hembras son las heterogaméticas, y los machos los
homogameéticos (Ferguson-Smith, 2007).

1.1.2.1 Testudinos

En tortugas se ha realizado el cariotipo de 155 especies de las 254
existentes y en ellas se ha observado que los cromosomas sexuales
son del tipo macrocromosomas (Ferguson-Smith, 2007).

Algunas especies de este clado presentan la modalidad XX/XY por
ejemplo en Chelidae: Chelodina longicolis y Geoemididae:
Siebenrockiella crassicollis, mientras que otras tienen el sistema
ZZ/ZW, observandose el cromosoma Z generalmente en la posicion
numero 5 (Pangshura smithii, Apalone spinifera, Peludiscus sinensis y
Emydura macquarii ) y en Trachemys scripta en el cromosoma 6
(Ferguson-Smith, 2007).



1.1.2.3 Ofidios

En todas las serpientes estudiadas, hasta el momento, Ia
determinacién del sexo es cromosdmica (Matsuda y col., 2005). Se ha
observado en diversas especies de colubridos, viperidos y elapidos
que su sistema es del tipo heterogametico y que el cromosoma Z se
encuentra, generalmente, en posicion 5 como en las tortugas (Ohno,
1967; Graves y Shetty, 2000). En la familia Colubridae los
cromosomas son distinguibles por la posicion del centromero y en
Viperidae y Elapidae el cromosoma W es mas pequeno que el Z sin
embargo, en los Boidos los cromosomas Z y W son morfolégicamente
indistinguibles (Ferguson-Smith, 2007).

1.1.2.4 Saurios.

Se ha obtenido el cariotipo de aproximadamente 913 especies de
saurios de las cuales 181 tienen cromosomas sexuales. En el 64 % de
las especies que se les ha realizado su cariotipo, los machos son los
heterogameticos, (por ejemplo en las familias Iguanidae, Scincidae,
Pigopodidae) y en el 36 % restante las hembras son las
heterogameticas, (como en las familias Varanidae, Agamidae vy
Lacertidae) (Ferguson-Smith, 2007) (Figura, 1). Ademas, se ha
observado que el 23% de las especies presentan subtipos de
cromosomas sexuales (X4X,. YYo..., Z1Z>. W4W,...), como en las
familias Iguanidae y lacertidae (Ezaz y col., 2009). La familia Anguidae
(grupo al que pertenece nuestra especie de estudio) solo se han
realizado el cariotipo a dos especies (Ophiodes intermedius y
Ophiodes striatus) (Becak y col., 1972; Hernando, 2002).

Un caso muy peculiar es el que se observa en el scincido Bassiana
duperreyi. Este saurio presenta cromosomas sexuales, sin embargo, la
temperatura puede sobreponerse al cariotipo sexual. Ademas, en esta
lagartija se ha encontrado que también el tamano del huevo participa
en la determinacion del sexo, huevos grandes producen hembras,
mientras que huevos pequefios machos, pero solo si la temperatura de
incubacion es baja. También se ha observado que los huevos mas
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pequeios presentan mayor concentracion de dehidrotestosterona y
por ello son mas propensos a producir machos (Radder y col., 2009).

1.1.3 Determinacién del sexo ambiental (DST)
6

Hace mas de cincuenta afnos se creia que todos los vertebrados
amniotas presentaban determinacion de sexo cromosoémico (Bull,
1980; Ewert y Nelson, 1991; Janzen y Paukstis, 1991 y Crews, 1994).
Sin embargo, en 1966 Madeleine-Charnier, descubrié por primeras
vez en el saurio oviparo Agama agama que la temperatura de
incubacién de los huevos determinaba el sexo. De igual manera en un
principio se pensé que la DST era exclusiva de especies oviparas,
pero (Robert y Thompson, 2001) descubrieron en Eulamprus
tympanum que esta estrategia también se presenta en especies
viviparas.

En todos los reptiles tanto oviparos y viviparos con DST |la
determinacidn del sexo ocurre durante el periodo sensible a la
temperatura (PST). EI PST es el lapso de tiempo en el cual la
temperatura establece el sexo de la gonada de los embriones al
desencadenar la transcripcion de los genes que participan en la
diferenciacion gonadal (Shoemaker y Crews, 2009). Esta etapa se ha
documentado en muchas especies de reptiles con DST y diferentes
autores estan de acuerdo que en los testudinos ocurre en el tercio
medio de la gestacidn (Chelydra serpentine: Yntema, 1979; Caretta
caretta: Yntema y Mrosovsky, 1982; Trachemys scripta: Wibbels y col.,
1991).

En las especies oviparas con DST, el sexo se establece por la
temperatura a la cual se encuentren incubando los huevos, y en las
especies viviparas depende de |la temperatura en la que se encuentren
las crias en el utero. En este ultimo la temperatura de las crias va a
depender de las posibilidades de termorregulacion de la hembra
durante el periodo critico o sensible.

1.1.3.1 Testudinos y Archosaurios
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Se ha observado que en algunas especies de tortugas las
temperaturas altas (30°C o mas) producen hembras como en
Lepidochelys olivacea, Trachemys scripta y Chrysemys picta (Pieau,
1978; Wibbels, 1998). (Ver cuadro 2). En cambio en la mayoria de los
crocodylianos las temperaturas altas (mayores a 30 °C), determinan a
machos y las bajas (30 °C o menores), dan hembras (como en el
cocodrilo de las marismas Crocodylus palustris: Lang y col., 1989) y el
aligator americano Alligator mississippiensis (Western y Sinclair, 2001)
(ver cuadro 2). Sin embargo, esto no parece ser una regla para todos
los cocodrilos y tortugas, si no que puede variar entre las especies, por
ejemplo en la tortuga Chelydra serpentina las temperaturas bajas (por
ejemplo de 20 °C) determinan hembras (Yntema, 1979) y en el
Caiman crocodilus y Crocodylus moreletii, en temperaturas
intermedias dan machos y temperaturas altas y bajas determinan a
hembras (Lang y Andrews, 1994).

1.1.3.2 Saurios

En 32 especies de saurios distribuidas en 6 familias se ha confirmado
que la temperatura determina el sexo; la mayoria perteneciente a la
familia Agamidae (13 especies de 32, por ejemplo Pogona vitticeps) y
Gekkonidae (8 especies de 32, por ejemplo Eublepharis macularis),
(Ezaz y col., 2009).

Robert y Thompson (2001) fueron los primeros en descubrir en
Eulamprus tympanum que la DST se presenta en especies viviparas.
A partir de este estudio se han descubierto a otros 4 saurios viviparos
con DST (Ji y col., 2006; Wapstra y col., 2004; Zhang y col., 2010)
(cuadro 1).



NOMBRE COMUN ESPECIE TPM TPH Ambos sexos
Cocodrilo y tortugas
Cocodrilo de las marismas Crocodylus palustris 32.5°C 28a31°C 31,32y33°C
Aligator americano Alligator mississippienssis 32.5-33°C 30°C
Tortuga de orejas rojas Trachemys scripta 26 °C 31°C
Tortuga golfina Lepidochelys olivacea 26-27.5°C 32-33°C
Tortuga pinta Chrysemys picta 25°C 30.5°C
Tortuga lagarto Chelydra serpentina 26 °C 30°C 20y 26 °C
Lagartijas oviparas
Calotes versicolor 25y 34°C 23.3y31.5°C
Gekko leopardo Eublepharis macularis 31,33y35°C 26,28; 29y 30 °C
Lagartijas viviparas
* Eslizon agua del sur Eulamprus tympanum 30.1-31.2°C 25°C 25°C
** Eremias multiocellata 35°C 25°C 29y 31°C
*Niveoscincus ocellatus 30°C 25°C 25°C
***Sphenomorphus indicus 28°C 24°C

Cuadro 1. Especies en las cuales la temperatura determina el sexo en
el periodo termosensible. TPM (Temperatura de Produccion a
Machos), TPH (Temperatura de Produccion a Hembras) (Pieau, 1978;
Yntema, 1979; Lang y col., 1989; Wibbels, 1998; Valleley y col., 2001;
Shoemaker y Crews, 2009) *(Robert y Thompson., 2001; 2005)
**(Xiao-Long, 2012) (***Ji y col., 2006).

2. Mecanismos que controlan la diferenciaciéon Sexual

En especies con DSC y DST existe un periodo critico de diferenciacion
sexual. Es en este periodo donde se lleva a cabo una cascada de
eventos moleculares y celulares que concluyen en la morfogénesis de
las génadas (ovarios o testiculos). En continuidad con este fendbmeno
ocurre el desarrollo de los conductos sexuales y genitales externos. A
la par con estos eventos ocurre la diferenciacidn sexual cerebral y en
la vida posnatal la adquisicion de caracteristicas fenotipicas y de
comportamiento (Salame-Méndez, 1998).

2.1 Mecanismos que controlan la diferenciacién de la génada

El desarrollo de las gonadas es regulado por una cascada de eventos,
y diversas evidencias muestran que estos mecanismos se han
conservado en los diferentes clados de vertebrados y que en las
especies con DST esta serie de eventos inicia en el PST (como en
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Trachemys scripta, Alligator mississippiensis, Lepidochelys olivacea,
Eublepharis macularius: Shoemaker y Crews, 2009; Chrysemys picta,
Sternotherus odoratus, Testudo graeca, Emys orbicularis vy
Dermochelys coriacea: Pieau y col., 1999).

Los principales eventos moleculares y celulares de la diferenciacion
gonadal se pueden dividir en tres etapas:

1.-cresta gonadal
2.- gbnada bipotencial

3.- diferenciacion testicular y ovarica

1.- Cresta gonadal: Diversos investigadores han identificado a dos
genes SF1 (factor 1 estereidogénico) y Wt1 (Tumor de Wilm’s) que se
expresan antes de que empiece la diferenciacion gonadal e incluso
antes del PST para las especies con DST (Cuadro 2) (Shoemaker y
Crews, 2009 y Norris y Lopez, 2011).

Los principales eventos celulares en la formacion de la cresta genital
son los siguientes:

Inicia con la formacion de un primordio gonadal, el cual es un
engrosamiento de la pared dorsal del celoma. Esta estructura surge en
especies con DST antes del PST (Figura 1) (Lepidochelys olivacea y
Alligator mississippiensis: Pieau y col., 1999).

En Sceloporus undulatus el primordio surge en el estadio 29 y 30
(Defaure y Huber, 1961) y se ha observado que en esta etapa el
mesénquima indiferenciado se extiende en la superficie ventromedial
de cada rindn mesonéfrico y a cada lado del mesenterio dorsal. La
cresta se encuentra cubierta por epitelio cubico simple y las células
germinales primordiales estan presentes a lo largo de la cresta, asi
como en los tejidos adyacentes (Austin, 1988).

En Alligator mississippiensis (especie con DST) los cordones sexuales
y la red entran en contacto en la parte interior de la gonada y por lo
tanto hay una mezcla de los dos tipos celulares.
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Figura 1. Desarrollo gonadal en etapa de cresta genital en especies
con determinacion del sexo por temperatura. CM, capsula Malpighi Ec,
epitelio celdmico; md, mesenterio dorsal; cg, células germinales; mm,
mesénquima mesonefrico; tm, tubo mesonefrico; ccr, conjunto de
cordones red (tomado de Pieau y col., 1999).

2.- Goénada bipotencial: se ha observado la expresién del gen Sox9 en
diferentes reptiles (Alligator mississippiensis, Lepidochelys olivacea,
Chelydra serpentina, Chrysemys picta y Eublepharis macularius:
Shoemaker y Crews, 2009). En esta etapa la gonada indiferenciada,
tiene forma ovoide y sobresale del celoma. La red sexual esta
presente (estadio 31-35 en Sceloporus undulatus: Austin, 1988).

En especies con DST se lleva a cabo durante el PST (Figura 2), la
gonada permanece indiferenciada, sin embargo, en una TPH los
cordones sexuales son mas delgados (Pieau y col., 1999).
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Figura 2. Desarrollo gonadal en etapa de gdénada bipotencial en
especies con determinacion del sexo por temperatura. CM, capsula
Malpighi; ec, epitelio celobmico; md, mesenterio dorsal; eg, epitelio
germinal; cm, cordones medulares; tm, tubo mesonefrico; cr, cordon
rete (tomado de Pieau y col., 1999).

3.- Gonada diferenciada:

En mamiferos se han detectado a dos genes, Dax1 y Wnt4 que
participan tanto en la diferenciacion del testiculo como del ovario,

En reptiles con DST la expresion de los genes para la diferenciacion
testicular y ovarica va a depender si durante el PST en el nido hay una
TPM o TPH (Crew, 1994; Moreno-Mendoza, 1999; Manfred—Schartl,
2004; Ezaz y col., 2005; 2006; 2009; 2013; Ferguson-Smith M, 2007;
Valenzuela, 2008; Koopman, 2009; Pokorna, 2010). Después del PST
el desarrollo testicular u ovarico ya no es afectado por hormonas
esteroides exdgenos o cambios de temperatura (Bull, 1987; Bull y col.,
1988).

Tanto en especies con DSC y DST la diferenciacién testicular se inicia
con la congregacion de las células germinales primordiales en la
medula o en la corteza para el desarrollo ovarico (Smith y Joss, 1993;
Greenbaum y Carr, 2001). La diferenciacién de un testiculo o un ovario
en especies con DST se da hasta el final del PST (Fig. 5y 6) (Pieau y
col., 1999).

Testiculo: se ha detectado la expresion de los genes, Sox 9, MIS
(hormona anti muleriana), Dmrt 1 (doble sexo y factor transcriptor 1 de
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mab3), Dax 1 (dosificador sensible al cambio de sexo) y Fgf9 (factor
de crecimiento de fibroblastos 9) (ver cuadro 2) (Shoemaker y Crews,
2009).

La diferenciacion testicular en Sceloporus undulatus inicia en el
estadio 34-35, donde el 50 % de la gonada esta indiferenciada. La
corteza retrocede y se empieza a formar los tubulos seminiferos en la
meédula, el epitelio de la superficie ya no contiene células germinales
primordiales y las espermatogonias estan presentes en la médula y en
la red testicular. En el estadio 36-38 los tubulos seminiferos son mas
numerosos y mas desarrollados, la lamina basal esta casi completa y
la mayoria de las espermatogonias se encuentran en los tubulos. Las
células de Sertoli son evidentes y s6lo 20 a 50% del testiculo
permanece indiferenciado. Para el estadio 38-40 los tubulos han
completado su formacion y son mas numerosos, el epitelio escamosas
es de 1-4 capas de células, y las células de Leydig son aparentes
(Austin, 1988).

En especies con DST el epitelio germinal se aplana, las células
germinales migran entre las células epiteliales de los cordones
medulares y las células de los cordones adquieren cada vez mas las
caracteristicas de células de Sertoli. Los cordones medulares forman
el esbozo de los tubulos seminiferos en la médula (Pieau y col., 1999)

(Fig. 3).

Figura 3. Diferenciacion testicular en especies con determinacion
del sexo por temperatura. Ccs, conjunto de cordones seminifero
(tomado de Pieau y col., 1999).
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Después del PST (Fig. 4) hay una tunica albuginea fina compuesta de
pocas capas de fibroblastos, que rodean a los testiculos. Las células
de Leydig comienzan a diferenciarse en tejido intersticial.

ccs

Figura 4. Diferenciacion testicular en especies con determinacion del
sexo por temperatura, después del periodo termosensible. A,
albuginea; vs, vaso sanguineo; cl, células de; cr, cordon rete; ccs,
conjunto de cordones seminifero (tomado de Pieau y col., 1999).

Ovario: los genes que se expresan para su diferenciacion son, FoxlI2,
Rspo 1 (respondina 1), Wnt4 y Dax 1(Cuadro 2) (Shoemaker y Crews,
2009).

Los principales eventos celulares en la diferenciacion ovarica son los
siguientes.

La médula se empieza a reabsorber para crear pequeios espacios y
la corteza a engrosar, células somaticas pre-foliculares rodean a las
células germinales en la region de la corteza para formar asi ovocitos
(Wibbels y col., 1991; Smith y Joss, 1993; Greenbaum y Carr, 2001).

Austin, (1988), menciona en Sceloporus undulatus, que en el estadio
34-35, el epitelio superficial que forma la corteza ha proliferado de 2-3
capas de células de espesor, las ovogonias se encuentran en la
corteza y el rete, ademas se llegan a observan algunos ovocitos
desnudos. En el estadio 36-38, la corteza tiene un espesor de 3-5
células, los ovocitos y ovogonias han aumentado en numero y se
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encuentran predominantemente en la corteza o anterodorsal al cordon
del rete. Por ultimo, en el estadio 38 al 40 la corteza es de 6-10 células
y el rete estd degenerando o ausente.

En especies con DST hay un engrosamiento del epitelio germinal por
la proliferacién de células epiteliales, las células germinales dan lugar
a ovogonia y por lo tanto se forma una corteza ovarica. Al final del PST
(Figura 5) algunas células germinales entran a meiosis. Los cordones
medulares son delgados y aparecen fragmentados, separados por
células intersticiales y vasos sanguineos. Algunos cordones medulares
no retroceden por completo, pero evolucionan como en la tortuga
Dermochelys coriacea (Rimblot y col., 1985). El ovario tiene un menor
crecimiento por la fuerte reducciéon medular y el poco desarrollo de la
corteza. Después del PST (Figura 6), continua la proliferaciéon de
células germinales y entran a meiosis en la corteza, por lo que esta se
espesa fuertemente (en Dermochelys coriacea y Lepidochelys
olivacea no hay meiosis durante el desarrollo embrionario) (Rimblot vy
col., 1985). En la eclosion ya hay foliculos primordiales con ovocitos
en crecimiento.

Figura 5. Diferenciacion ovarica en especies con determinaciéon del
sexo por temperatura, al final del periodo termosensible. CM, capsula
Malpighi; vs, vaso sanguineo; |, lagunas; cm, cordones medulares
(tomado de Pieau y col., 1999).
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Figura 6. Diferenciacion ovarica en especies con determinacion del
sexo por temperatura, después del periodo termosensible. Vs, vaso
sanguineo; c, corteza; cg, células germinales; |, lagunas; m, medula;
cm, cordones medulares; o, ovocito; fp, foliculo primordial; cr, corddn
de la rete (tomado de Pieau y col., 1999).
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DIFERENCIACION A TESTICULO

NOMBRE COMUN ESPECIE DONDE SE EXPRESA SEXO FASE < EXPRESION

Tortuga de orejas rojas Trachemys scripta GAM ambos PST TPM
Tortuga golfina Lepidochelys olivacea ambos PST: 23-25 TPM
Cocodrilo Americano Alligator mississippiensis DT ambos PST TPM
Gecko leopardo Eublepharis macularius ambos PST: 36 TPM
Cocodrilo americano Alligator mississippiensis (ol¥] ambos 20-22 TPM
Tortuga golfina Lepidochelys olivacea ambos 23-25 TPM
TPM

Tortuga de orejas rojas Trachemys scripta GAM, GAy CSCST machos PST Indetectable en TPH

Tortuga lagarto Chelydra serpentina mahos Indetectable en TPH
Tortuga de orejas rojas Trachemys scripta TG machos TPM
Tortuga pinta Chrysemys picta SRG ambos PST TPM
Cocodrilo americano Alligator mississippiensis GAM ambos PST TPM
GA ambos PST TPM
Tortuga orejas rojas Trachemys scripta GAM ambos PST TPM
NCSG PST TPM
cC hembras PST TPM
Tortuga pinta Crysemys picta GAM ambos PST TPM
machos PST TPM
Cocodrilo Americano Alligator mississippiensis ™M machos PST TPM
Tortuga de orejas rojas Trachemys scripta GAM, GB, TGy GA ambos TPM

Tortuga de orejas rojas y tortuga lagarto Trachemys scripta'y Chelydra serpentina.Bl TG ambos TPMy TPH
DIFERENCIACION A OVARIO.
T. orejas rojas, tortuga lagarto, T. Scripta, C. serpentina CG,CCM, CCW y AHP Ambos PST TPH
tortuga pinta, golfina y cocodrilo americano C.picta, L. olivacea, A. mississippiensis

Tortuga de orejas rojas Trachemys scripta, C serpentina CS,CM y MCE ambos PST TPH
Tortuga de orejas rojas Trachemys scripta GAM,GAy CCOD ambos PST TPH
Tortuga de orejas rojas Trachemys scripta GA hembras PST TPH
Tortuga de orejas rojas T. scripta, A. mississippiensis, E. urbicularis AGR, GAM y CGFM ambos PST TPH

Cuadro 2. Genes involucrados en la diferenciacion testicular - ovarica
y temperatura que estimulan su expresion. GAM (Complejo Génada-
Adrenal-Mesonefros), DT (Diferenciacion Testicular), CU (Cresta
Urogenital), GA (Gdénadas Aisladas), CSCST (Células Somaticas de
Cordones Sexuales del Testicular, TG (Tejidos de Godnadas), CSRG
(Complejo Suprarenal-Renal-Génada), NCSG (Nucleo de Células
Somaticas de Gonadas), CC (Células Corticales), CM (Células
Medulares), GB (Gdénada Bipotencial), TG (Toda la Goénada), CS
(Cordones Sexuales), CM (Conductos de Mduller), MCE (Migracion de
Células Estereidogenicas), CCOD (Células de Corteza Ovarica en
Desarrollo), AGR  (Adrenal-Gdénada-Rinon), CGFM  (Células
Germinales en Fase Meiotica), TPM (Temperatura de Produccién a
Machos), TPH (Temperatura de Produccion a Hembras), PST (Periodo
Sensible de Temperatura) (Moreno-Mendoza, 1999; Manfred—Schartl,
2004; Ezaz y col., 2005; 2006; 2009; 2013; Ferguson-Smith M, 2007;
Valenzuela, 2008; Koopman, 2009; Pokorna, 2010).

ESTADIO
19-23
26
24-27
al final PST: 37-40
Final PST: 23-25
25-31
26-31

15-23

15-23
12 antes del TSP
20-23
24-27
14-20
16-18
20-23
9al22
TSP 12

22-25
15-23
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2.2 Mecanismos que controlan la diferenciacién de los conductos

La formacion de conductos se lleva acabo al mismo tiempo que el
desarrollo gonadal. Ambos conductos, Wolff y Mduller se forman en
ambos sexos durante el desarrollo embrionario. Austin (1988),
menciona en Sceloporus undulatus que la morfologia de los conductos
es la misma en ambos sexos y es hasta el estadio 36 del desarrollo
embrionario que se empiezan a diferenciar en las estructuras tipicas
de cada sexo. Conforme avanza el desarrollo uno de los conductos se
desarrolla mas, mientras que el otro conducto empieza a desaparecer,
esto dependiendo del sexo del organismo (Pieau y col., 1999).

Conductos de Wolff: se forma inicialmente como conductos pareados
colectores del riidn pronéfrico. Place y Lance (2004) mencionan que
es necesaria la participacion de testosterona para la permanencia de
los conductos de Wolff.

En las hembras los conductos de Wolff, presentan cambios como: las
células del revestimiento epitelial adoptan una forma cubica, hay
reduccion del tamano del lumen y del mesotelio. Los conductos de
Wollf en machos muestran pocos cambios, a excepcion de una ligera
disminucion del ancho del lumen. En ambos sexos hay una reduccion
en el tamano de los mesonefros (Sceloporus undulatus: Austin, 1988).

Conductos de Muller: surgen de una regidon del epitelio celéomico que
cubre cranealmente la parte del rindn embrionario (en el saurio
Niveoscincus oscellatus inicia en el estadio 30-32: Neaves, 2006). Una
vez que se han diferenciado los testiculos, los conductos de Muller
empiezan a retroceder hasta desaparecer (estadio 36 en Niveoscincus
oscellatus: Neaves, 2006) debido al efecto del gen Sox9 en
mamiferos, el cual regula los niveles de MIS (hormona anti Muleriana)
(Raynaud y Pieau, 1985; Austin, 1988; Wibbels, 1998; Greenbaum y
Carr, 2001). MIS es secretada por las células de Sertoli, sin embargo,
en el cocodrilo americano Alligator mississippienssis y tortuga de
orejas rojas Trachemys scrypta se ha detectado su expresion en
diferentes regiones como en las células medulares, el complejo
gbénada-adrenal-mesonefro y en génadas aisladas, en el PST (estadio
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22-25 en el cocodrilo y 16-23 en tortuga) (Shoemaker y Crews, 2009;
2010).

Por otro lado los conductos de Muller se diferencian en las hembras en
los oviductos (Raynaud y Pieau, 1985; Austin, 1988; Wibbels, 1998;
Greenbaum y Carr, 2001). Dax1 es expresado por los ovarios para
suprimir la transcripcion de los genes Wt1 y Sf1 y permitir la retencion
de los conductos (Norris y Lépez, 2011).

2.3 Mecanismos que controlan la diferenciacién de los genitales
externos

Los genitales externos en escamosos, estan presentes en pares y se
les denomina hemipenes, mientras que en tortugas y cocodrilo solo
existe uno denominado pene; en ambos el surco espermatico es
bifurcado (Kelly, 2002).

La formacion de los hemifalos se inicia con la formacion de un
primordio que sobresale de la base ventral de las extremidades
posteriores. Se origina de la somatopleura (mesodermo lateral y
ectodermo de la superficie) (estadio 3 en Anolis carolinensis: Gredler,
2014; antes del estadio 29 en Niveoscincus oscellatus: Neaves, 2006;
estadio 33 en Barisia imbricata: Martinez-Torres, 2015) (siguiendo la
tabla de desarrollo de Lacerta vivipara de Dufuare y Hubert, 1961). En
machos y hembras el desarrollo inicial de los genitales externos es
muy similar pero en estadios mas avanzados se diferencian en
hemipenes en machos y hemiclitoris en hembras (estadio 10 en Anolis
carolinensis: Gredler, 2014; estadio 35 en Niveoscincus oscellatus:
Neaves, 2006), con la participacion de andrégenos (en machos) y
estrégenos (en hembras) (Holmes y Wade, 2005 y Beck y Wade,
2008).

Diferenciaciéon de hemipenes

Se ha comprobado la expresién de 3 genes que participan en la
diferenciacion de los hemipenes: Shh (s6nica de erizo), Bmp4
(proteina morfo genética de hueso) y Fgf10 (factor de crecimiento de
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fibroblastos 10), los cuales estan implicados en el desarrollo de lo
hemifalos.

Los principales eventos para el desarrollo de hemipenes son los
siguientes.

En el estadio 9 surge un segundo brote falico en el margen craneal de
cada uno de los falos, la superficie del ectodermo de cada linea ventro
medial de los brotes falicos se invaginan para formar el surco
espermatico. En el estadio 10 hay un crecimiento préximo-distal,
continua el desarrollo del falo secundario y labio cloacal anterior. En el
estadio 12, la superficie del ectodermo invagina dentro del surco
espermatico. Sobresale mas el falo secundario y disminuye la anchura
del surco cloacal entre los hemipenes. En el estadio 14, se bifurca la
parte distal del surco espermatico (Anolis carolinensis, Gredler, 2014).

Diferenciacion de hemiclitoris

Los falos en hembras son menores que el de los machos y hay
regresion de la hinchazén del falo secundario. El labio cloacal anterior
tiene un crecimiento menor que en machos, pero el labio cloacal
posterior es mas grande (estadio 10). En el estadio 12 hay una mayor
regresion de los hemiclitoris, hay remanencias del surco espermatico,
el labio cloacal posterior es mayor que en machos y se ve una muesca
en la superficie del epitelio en el sitio donde se encuentra la membrana
cloacal. Los labios cloacales anteriores y posteriores se extienden
hacia afuera de la pared del cuerpo y son mucho mas pronunciados
que en machos. En el estadio 14 continua la regresion de hemiclitoris
y se empiezan a doblar en sentido medial hacia la membrana cloacal y
caudal hacia el labio posterior de la cloaca (Anolis carolinensis:
Gredler, 2014).

2.4 Diferenciacion fenotipica y de comportamiento

Los reptiles presentan una gama amplia de comportamientos como los
modos de forrajeo, estrategia antidepredacion, comportamiento para
termorregular, cortejo y copula (Norris y Lopez, 2011). Sakata y Crews
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(2004); Huang (2013), observaron en el gecko leopardo Eublepharis
macularius, que las hormonas esteroides contribuyen al fenotipo,
caracteristicas sexuales secundarias, rango social, tasa de crecimiento
y comportamiento socio sexual del organismo. Sin embargo, la
informacion de la regulacion neuroendocrina de los comportamientos
reproductivos es escasa (Norris y Lopez, 2011).

Las regiones del cerebro involucradas en el comportamiento son
altamente conservadas en los diferentes clados de vertebrados, como
el, hipotalamo ventromedial (VMH), area predptica media (POA), los
cuales se encuentran asociados al comportamiento reproductivo de
machos; la amigdala (AMG) y cerebro medio participan en la
regulacion de la receptividad de las hembras durante el apareamiento
(Anolis carolinensis Greenberg: Scott y Crews, 1984; Goodson, 2005;
Beck y Wade, 2009b).

En especies con DST se demostré que la temperatura de incubacién
organiza el cerebro, por ejemplo, en el gecko leopardo Eublepharis
macularis, con una TPM y modificacion experimental de niveles de
androgenos o estrogenos se altera el volumen del POA, VMH,
hipotalamo anterior y AMG sin embargo, si hay una TPH estas areas
no son afectadas (Crews y col., 1996).

La Testosterona (T) es producida por los testiculos y el incrementos de
su concentracion en el plasma esta asociado con el comportamiento
agresivo, dominancia, ornamentaciones (Miles, y col., 2007), color, la
territorialidad (Urosaurus ornatus: Hews y Moore, 1995; Weiss y
Moore, 2004), cortejo, montaje e intromision de érganos copuladores
(Anolis carolinensis: Rosen y col., 2002). Mientras que en las hembras
la receptividad sexual las hormonas ovaricas como estradiol (E2) y
progesterona son expresadas (Crews y Silver, 1985).

Testosterona es metabolizado en E2 o 5 a dihidrotestosterona (DHT)
en el cerebro y se ha reconocido que DHT es necesaria para el
mantenimiento del comportamiento reproductivo en machos (Ball y
Balthazart, 2002). En hembras, T y E2 favorecen la receptividad de la



21

hembra, probablemente por la aromatizacion de T (Winkler y Wade,
1998).

3. Efecto del calentamiento global sobre el radio sexual en
reptiles

Se ha documentado que la temperatura mundial ha aumentado 0.2 °C
por década (IPCC, 2007), y que en el siglo XXI ha sufrido un aumento
promedio de 1.7 °C. El Panel Intergubernamental sobre el Cambio
Climatico (IPCC) predice un aumento de la temperatura global entre
0.3y 4.8 ° C para el siglo XXII, esto dependiendo de las emisiones de
CO2 (IPCC, 2013).

Para México se prevé que para el 2020 se presentara un aumento de
entre 0.6 a 1.0 °C y para el 2050 de entre 1.5 a 2.3 °C (Cardenas,
2009) y que las temperaturas extremas han subido hasta 3.9 °C en
algunas regiones de la zona centro del pais (Informe Climatologico de
la Cuenca del Valle de México, 2006). En el 2015 la temperatura
media anual fue de 16 °C (INEGI, 2015).

El cambio climatico esta generando condiciones criticas en diversos
habitats de las regiones templadas del planeta (temperaturas mas
altas en elevadas altitudes, sequias, olas de calor, etcétera)
(Cardenas, 2009).

Existe evidencia de que el aumento de temperatura puede afectar la
herpertofauna, provocando cambios en su historia de vida (Zootoca
vivipara: Elvire y col., 2015) como alteraciones en la proporcion de
sexos (Wapstra, 2009), momento de la eclosion (Du y Shine, 2010),
éxito de eclosion, fenotipo de las crias (Hare y col., 2002; Shine y col.,
1997), puede afectar la respuesta inmune (Les y col., 2009), éxito
reproductivo (Warner y col., 2010), modificacion del ciclo ovarico de
especies estacionales, tiempo de reproduccion (Zani y Rollyson,
2011), disminucidon de poblaciones y desaparicion de ellas a corto,
mediano y/o largo plazo (Sinervo y col., 2010).
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Miller y colaboradores (2004) propusieron una hipotesis en la que
responsabilizan al calentamiento global ocurrido en el Cretacico-
Terciario de la extincidon de los dinosaurios. Ellos sugieren que el
aumento de la temperatura origind una preponderancia de machos,
provocando la desaparicion de diversas especies de dinosaurios;
situacion que podria estarse repitiendo en la actualidad. Por ejemplo,
en un estudio de Sinervo y sus colaboradores (2010), sefalan que
desde 1975, el 12% de las poblaciones mexicanas de saurios se han
extinguido, y a partir de esta fecha se estima que el 4% de las
poblaciones mundiales han desaparecido y predicen que puede llegar
a un 39% para el ano 2080 (predicciones hechas por observaciones
de 1975-2009), a causa del cambio de temperatura y que la tasa de
adaptacion no ha sido lo suficientemente rapida.

Ospina- Alvarez y Piferrer (2008) y Mitchell y colaboradores (2010)
mencionan que las proyecciones del cambio climatico podrian sesgar
la descendencia hacia un solo sexo, en especies con DST, como se
observa en algunas especies de tortuga marina donde se ha reportado
el sesgo a solo hembras (Chelonia mydas: Broderick y col., 2001).

Santidrian—Tomillo y colaboradores (2015) demostraron que en la
tortuga Dermochelys coriacea con DST una temperatura elevada de
(30.4) favorecia la produccion predominantemente de hembras pero al
aumentar la temperatura conforme a los niveles proyectados por los
modelos de cambio climatico del IPPC, se sesgaria a machos.

Wapstra (2004), observo que en hembras prefadas del saurio viviparo
Niveosincus ocellatus (familia Scincidae) con limitada oportunidades
de termorregulacion producen predominantemente machos (69%
machos= 31 y 31% hembras= 14) y hembras con mayor oportunidad
de termorregulacion tienen una predominancia de crias hembras (67%
hembras= 18 y 33% machos= 9).

Ademas Wapstra (2009) observd en campo fluctuaciones de la
proporcion sexual en Niveosincus ocellatus a lo largo de 7 afios de
estudio. Por ejemplo hubo una dominancia de machos del 2001 al
2004 y una dominancia de hembras en el 2000 y 2006; y en el afio
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2007 se obtuvo radios sexuales mezclados (practicamente 50:50).
Concluyeron que el radio sexual en esta especie era dependiente de la
temperatura, al observar que sus resultados del radio sexual variaban
dependiendo de los afios mas o menos calidos. El explica que las
hembras podrian modificar su comportamiento en base a la estacion
ya sea reduciendo su toma de asoleo en ainos mas calurosos y en
anos mas frios aumentarla.

Xiao-Long y colaboradores (2012), encontraron que la temperatura en
la que se encontraban las hembras gestantes de la lagartija vivipara
Eremias multiocellata (familia: Lacertidae) determinaba el sexo, con
una TPH a 25 °C, TPM a 35 °C; y balance de sexos a 29y 31 °C.

Robert 'y Thomson (2006), determinaron en el saurio viviparo
Eulamprus tympanum (familia: Scincidae) que la temperatura de
gestacidbn en esta especie influia en el radio sexual, con una
termorregulacion limitada a 32 °C se producian exclusivamente
machos.

Ji y sus colaboradores (2006) estudiaron a la lagartija vivipara
Sphenomorphus indicus (Scincidae) y demostraron una relacion de la
temperatura de gestacion con el radio sexual ya que a 24 °C nacian
un 85.7% de hembras y a 28 °C un 76.5% de machos.

4. OBJETO DE ESTUDIO

Barisia imbricata (Figura 7 y 8) es una lagartija saxicola y tigmoterma
facultativa, endémica de México (Villamar, 1998), que habita en climas
templados o subtropicales, en elevaciones entre 2200 y 3800 msnm vy
que se distribuye a lo largo del Eje Neovolcanico Transversal (Figura
9) (Dashevsky y col., 2013).

Este saurio viviparo, presenta reproduccion estacional anual otofal. La
vitelogénesis inicia en el verano, la ovulacion en noviembre vy
diciembre (Martinez-Torres y col., 2006), el apareamiento ocurre antes
de la ovulacién (Guillete y Casas, 1987) y la gestacion es durante los
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meses de invierno y gran parte de la primavera (finales de noviembre
o principios de diciembre a finales de mayo o principios de junio)
(Martinez-Torres y col., 2003).

El desarrollo de las génadas inicia en el estadio 33 (Figura 10) del
desarrollo embrionario y concluye en el estadio 40 (Martinez-Torres y
col., 2015) Los eventos mas relevantes de este proceso son los
siguientes.

La etapa de cresta gonadal ocurre entre los estadio 33-34. El
primordio se forma por epitelio germinal, células mesenquimales y
células germinales, mientras que en el estadio de génada bipotencial
ocurre entre el estadio 35-36. Se observan cordones sexuales en la
region cortical y medular. Finalmente, la etapa de diferenciacion
ovarica y testicular se hace evidente en el estadio 38 (figura 11y 12),
el primer cambio es la regresidon de los cordones sexuales de la
medula en el estadio 37 y la formacion de cavidades. La formacion del
foliculo primordial sucede en el estadio 40. Por otro lado la formacion
del testiculo inicia con el desarrollo de los cordones sexuales en la
meédula y regresion de las células germinales en la corteza (Martinez-
Torres y col., 2015).

En los recién nacidos el ovario muestra una diferencia histologica clara
entre la medula y la corteza. En la corteza existen foliculos en proceso
de formacion, foliculos ovaricos de tamafnos diferentes y algunas
ovogonias y en la region medular se encuentran pequefias cavidades.
En los testiculos de los presentan algunos tubulos seminifero, con
células de Sertoli y escasas espermatogonias. Se observa tejido
intersticial con células intersticiales (células pre-Leydig), algunos
fibroblastos y vasos sanguineos. Las células intersticiales contienen
nucleo con cromatina condensada y escaso citoplasma (Martinez-
Torres y col., 2015).

Aguilar-Martinez (2011) mencionan que las hembras de B. imbricata
tienen un tamano de camada promedio de 6.9 £ 0.3, aunque el conteo
de foliculos vitelogénicos sugiere que pueden tener camadas hasta de
10 crias en promedio, (Figura 13 y 14).

En este saurio no existe evidencias de dimorfismo sexual corporal al
momento del nacimiento, incluso hembras y machos presentan
hemipenes, y no es hasta que cumplen de 12 a 15 meses de edad que
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los hemipenes concluyen la regresién en las hembras y los machos
adquieren las caracteristicas tipicas de los adultos (Martinez-Torres y
col., 2015).

Figura 8.
Barisia
imbricata
macho.

Figura 7. Barisia
imbricata hembra.

Figura 9.Distribucién de Barisia
imbricata (Eje neovolcanico
transversal).
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Figura 10. Embriones de
Barisia imbricata en el
estadio 33.

Figura 11y 12. Embriones de Barisia imbricata en el estadio 38.



27

Figura 13 y 14. Camada de crios recién nacidos de Barisia imbricata.

5. JUSTIFICACION

Los trabajos en saurios acerca de los mecanismos de determinacion
del sexo son muy escasos, ya que la mayoria de los investigadores se
ha enfocado en trabajar con tortugas y cocodrilos (Moreno-Mendoza, y
col., 1999) y los pocos trabajos en saurios son en especies oviparas
(Valleley y col., 2001; Radder, 2007) por ser mas faciles de controlar
las variables, en cambio en saurios viviparos se han estudiado solo 5
especies (Niveoscincus ocellatus: Wapstra, 2004; 2009; Eulamprus
tympanum: Robert, 2006; Podarcis muralis: Florentino-Brafa y Xiang —
Ji, 2000; Sphenomorphus indicus: Ji y col.,, 2006; Eremias
multiocellata: Xiao-Long y col., 2012).

La IPCC (2013) menciona que las temperaturas estan aumentando
mas rapidamente en elevadas altitudes y que los organismos
ectotermos se encuentran mas en riesgo al cambio climatico que los
organismos endotermos, por lo que la evaluacion de su vulnerabilidad
es importante (Pacifici, 2015).
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En los reptiles la temperatura participa para la determinacion del sexo
de la camada o nidada, por ejemplo se ha demostrado que Bassiana
duperreyi presenta determinacion genética del sexo sin embargo la
temperatura se impone a los cromosomas sexuales para la
determinacién del sexo (Radder y col., 2009). Por tal razén, este y
otros saurios, podrian ser susceptibles al sesgo de la proporcion
sexual por efecto del calentamiento global. Motivo por el cual es
importante realizar trabajos sobre el efecto que podrian tener las
temperaturas operativas extremas sobre el radio sexual conforme a lo
que se pronostica acerca del aumento de temperatura.

6. OBJETIVOS
6.1 General

» Establecer si el mecanismo de determinacion del sexo en la
lagartija vivipara Barisia imbricata esta determinado por
cromosomas  sexuales  heteromorficos y/o  ambiental
(temperatura).

6.2 Particulares
» Establecer el cariotipo de hembras y machos en esta especie.

» Determinar si hay cromosomas sexuales heteromérficos y de ser
asi, en que sexo.

> Establecer si la restriccion de la termorregulacion a una
temperatura operativa extrema (32 °C) durante el periodo critico
de diferenciacién gonadal, sesga el sexo de la camada.

7. MATERIAL Y METODO

Se colectaron organismos adultos de la lagartija vivipara Barisia
imbricata del municipio de Nicolds Romero en la localidad de Vicente



29

Guerrero, Estado de México (19° 37' 19.92" N, 99° 25" 5.16", altitud
media de 2803 msnm) (CONAGUA, Servicio Meteorolégico Nacional,
2010). Se transportaron los organismos al laboratorio de Biologia de
la Reproduccion de la Facultad de Estudios Superiores lztacala,
UNAM (19° 36°N, 98.5°, 11°'W, 2240 m de altitud). Se colocaron a los
organismo en encierros de 4.98 m largo y 2.78 m de ancho (figura 15y
16) y permanecieron ahi hasta el momento en que se inicié la fase
experimental. Se alimentaron cada tercer dia con larvas de palomilla
(Galleria melonella) y grillo doméstico (Acheta domesticus) (figura 17 y
18), suplementados con vitaminas para reptil (vit-plus y cal-plus marca
TOTTO) ademas de proporcionarles el agua necesaria.

El lote experimental se dividi6 en dos grupos “cromosomico” V.
“ambiental”.

Figura 15y 16. Encierros de semicautiverio de los organismos.
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Figura 17 y 18. Larvas de palomilla (Galleria melonella) y grillo
doméstico (Acheta domesticus), respectivamente.

7.1 Cromosdmico

Para establecer si la determinacidon del sexo en esta especie es por
cromosomas sexuales se llevd a cabo cultivos de linfocitos de machos
y hembras adultos.

Se observaron las metafases de los linfocitos para asi organizar el
cariotipo de hembras y machos y detectar si presentan o no
cromosomas sexuales heteromorficos.

7.1.1 Cultivo de linfocitos

Se extrajeron de 200 a 300 yl de sangre mediante puncién cardiaca
con una jeringa que contenia 20 ul de heparina (figura 19).

La sangre se coloco en 2 ml de medico RPMI 1640 adicionado con 10
Ml de antibidtico (penicilina-estreptomicina) y 200 ul de
fitohemaglutinina como mitégeno.

Se cultivo a 32 °C, agitandose los tubos cada mafana para romper los
agregados celulares, a las 70 hr de incubacion se agregaron 100 ul de
colchicina al 0.02% y se dej6 incubar por 2 hr mas (adaptado de Ulsh y
col., 2000a) posteriormente se centrifugaron a 2000 rpm/10 min, se
decantd el sobrenadante (dejando en promedio 2ml) y la pastilla se re
suspendié en 5 ml de solucion hipotonica de KCL al 0.075M a32°Cy
por ultimo se incubaron por 30 min a 32°C.

Al final de este periodo se prefijaron las células con 1 ml de Metanol-
Acido Acético 3:1 por 20 min a 4 °C, posteriormente se centrifugaron
a 2000 rpm/10 min se quitd el sobrenadante y se adiciono 5 ml de
fijador se volvié a centrifugar y se repitieron los lavados 3 veces mas.
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Figura 19. Técnica de extraccidon de sangre por puncion cardiaca.

7.1.2 Preparacion de los frotis

Se utilizé la técnica de goteo (modificado de Ulsh y col., 2000 b), la
cual indica que se debe de dejar caer, de aproximadamente 1.2 m de
altura 3 gotas del cultivo de linfocitos antes mencionado en laminillas
las cuales se enfriaron previamente con metanol a 4 °C, las laminillas
se dejaron secar al aire.

Se tideron las muestras con Giemsa, preparado con solucion de
Sorenson (Ulsh y col., 2000 a) durante 2 minutos. Una vez
transcurridos ese tiempo se lavaron con agua destilada y se secaron al
aire.

Se observaron las laminillas al microscopio, se ubicaron las metafases
y se fotografiaron por medio del equipo y software Moticam.

Con las mejores fotografias se organizd el cariotipo de la especie
acomodandolos por tamafa decreciente con ayuda del programa
Adobe Photoshop CS6.



32
7.2 Ambiental

Para determinar si la temperatura participaba en la determinacion del
sexo Y si la restriccion de la termorregulacion a una temperatura arriba
de las operativas de 32°C afecta el sexo de la camada, se dividid a los
organismos en tres grupos:

I. Grupo Experimental:

Se colocaron 12 hembras prefiadas en terrarios de 1.37 m de largo y
95 cm de ancho (figura 20 y 21).

Los embriones de las hembras gestantes se encontraban previos al
estadio 30 de desarrollo embrionario, ya que en estas especies por
estudios de Martinez-Torres y colaboradores (2015) se sabe que el
sexo todavia no se ha determinado ya que el periodo de cresta
gonadal inicia a partir del estadio 33.

La temperatura se eligié 32 + 1 °C ya que se han hecho estudios en la
familia Anguidae acerca de las temperaturas operativas, las cuales
van de 21 a 31 °C (Villamar, 1998), por lo que 32 °C seria una
temperatura extrema para ellas, pero abajo de las temperaturas letales
las cual van de 40 a 48°C (Cowles y Bogert, 1944).

La temperatura fue controlada por medio de ventiladores vy
calentadores. La humedad ambiental y la temperatura se les registrd
diariamente y cada hora por medio de un registrador de datos
(DATALOGGER, marca Extech Advantage).

Una vez superada la etapa de diferenciaciéon sexual (posterior al
estadio 38 (Martines-Torres, 2012; 2015) se aislaron a cada una de las
hembras en terrarios individuales hasta el nacimiento de los crios para
poder determinar el numero de crios y el sexo de la camada.



33

, Registrador de datos
(DATA LOGER)

Figura 20 y 21. Terrarios donde se mantuvieron a las hembras
prefiadas de Barisia imbricata del Grupo Experimental.

Il. Grupo Control, antes del Periodo critico de diferenciacion
sexual (PCDS):

Se colocd a 4 hembras prefiadas de Barisia imbricata en encierros de
4.98 m largo por 2.78 m de ancho (figura 22 y 23) y se les dejo
termorregular libremente, registrando los datos de temperatura
ambiental diaria durante los meses de gestacion (DATALOGGER,
marca Extech Advantage) y se les proporciono el alimento y agua
necesaria. Se aislaron en terrarios individuales una vez superada la
etapa de diferenciacién sexual (estadio 38-40) hasta el momento del
parto para determinar de esta manera la proporcion sexual.

lll. Grupo Control 2, después del PCDS:

Se colecto a 13 hembras prefadas de Barisia imbricata, las cuales
termorregularon libremente en su estado natural durante la gestacion
y hasta su captura después del PCDS (estadio 38-40), con una
temperatura promedio del sitio de captura de 23.9 = 2.3 durante los
meses de gestacion de Barisia imbricata (cuadro 3).
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Mes temp. Maxima temp. Minima Promedio de temp. desv. estandar
Noviembre 28 12.5 21.9 2.5
Diciembre 28.5 12.5 21.5 2.7
Enero 29.5 8.5 21.3 3.2
Febrero 29.5 1 23 3.2
Marzo 32.5 11.5 25.6 2.9
Abril 36.5 18.5 27 3.1
Mayo 34.5 15.5 26.4 3.1
Junio 32.5 15.5 25.1 2.7
promedio 31.4375 11.9375 23.975 2.925
desv. Estandar 3 5.3 2.3

Cuadro 3. Promedios de temperatura durante los meses de gestacion
de Barisia imbricata en Vicente Guerrero, Nicolas Romero (modificado
de CONAGUA, Servicio Meteorologico Nacional, 2010).

A las hembras gestantes se les coloco en terrarios individuales hasta
el nacimiento de los crios para poder determinar la proporcion sexual
de los mismos.

7.2.1. Establecimiento de la etapa de desarrollo embrionario y
sexado de crios

Se les realizo laparotomias a 5 hembras gestantes del grupo
experimental, 5 del grupo después del PCDS y 2 del grupo antes del
PCDS, tomadas cada una de forma aleatoria (figura 22, 23 y 24), se
tipifico a los embriones de acuerdo a la tabla de desarrollo de Lacerta
vivipara (Dufaure y Hubert, 1961).

Adicional a la observacion directa de los embriones, mensualmente se
hicieron ultrasonidos (Figura 25 y 26) para conocer el avance del
desarrollo del embrion y determinar el momento adecuado para
separar a las hembras prefiadas en terrarios individuales y esperar el
nacimiento de las crias para su posterior sexado.



35

Figura 22, 23 y 24. Laparatomia de Barisia imbricata.
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Figura 25 y 26. Ultrasonido de hembra gestante de Barisia imbricata.

El sexado de los organismos se realizd mediante la observacion
directa de los conductos (oviducto) para el caso de las hembras o su
ausencia del mismo para el caso de los machos, tales observaciones
se realizaron por una diseccion para las crias que murieron por
causas naturales al momento de nacer o las que murieron post
nacimiento y para las que sobrevivieron fue por medio de una
laparotomia (figura 27 y 28).
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e O

Figura 27. Génada de Figura 28. Génada de
hembra de Barisia macho de Barisia
imbricata imbricata

7.3 Estadisticos

Para determinar si existia alguna relacion de la temperatura con la
proporcion sexual de cada uno de los grupos, se utilizé la prueba de
Mann-Whitney.

Por ultimo se utilizo el estadistico ANOVA de un factor con un alfa de
0.05 para observar si las medias de la proporcion sexual de los tres
grupos eran iguales o diferentes.
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8. RESULTADOS
8.1 Cromosémico

El cariotipo de hembras y machos de Barisia imbricata se organizé
juntando los homodlogos de cada cromosoma y se acomodaron por
tamafo en orden decreciente (figura 32 y 33).

Se encontraron alrededor de 15 metafases por laminilla (figura 29 de
macho y 30, 31 de hembra) con un numero diploide de 2n= 48 y sin
cromosomas sexuales heteromorficos en ninguno de los sexos.

Figura 29. Cromosomas
de macho en metafase
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Figura 30. Cromosomas
de hembra en metafase

Figura 31. Cromosomas
de hembra en metafase
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Figura 32. Cariotipo de macho de Barisia imbricata.
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Figura 33. Cariotipo de hembra de Barisia imbricata.
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8.2 Ambiental
e Grupo experimental

El promedio de proporcion sexual por hembra gestante (figura 34) en
este grupo fue equilibrado, con un total de 66 crias hembra y 79 crias
macho (figura, 35). Se obtuvo una p=0.3408 conforme a la prueba de
Mann-Whitney, por lo que no hubo relacion de la restriccion de la
temperatura a 32 £ 1 °C con respecto a la proporcién sexual.

Grupo Experimental

7.00
6.00

5.00

4.00

3.00

(%)
C
-
o
(7]
©
°
2

2.00

=

0.00
Hembra 1 Macho 2
Promedio 5.58 6.58

desv estandar 3.34 3.82

Figura 34. Promedio de crias hembras y machos obtenidos de cada
hembra gestante en el grupo experimental.
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Grupo Experimental

46%

® Hembras

= Machos

Figura 35. Cantidad y porcentaje de crias hembras y machos de
Barisia imbricata obtenidos en el grupo experimental.

e Grupo control antes del PCDS.

En el presente grupo se obtuvo un total de 26 crias de las cuales 14
fueron hembras y 12 machos (figura 36), el promedio de proporcion
sexual de las crias nacidas fue equilibrado (figura 37).

El promedio de temperatura ambiental registrada por el datalogger
durante los meses de gestacion fue de 18.01 £ 6.2 °C (cuadro 4).

La prueba estadistica de Mann-Whitney dio una p de 0.772 por lo que
no se encontro algun sesgo de la proporcion sexual en este grupo que
termorregulo libre en semicautiverio antes del PCDS.
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Mes Temp. Max. Temp. Min. Promedio Temp.

Noviembre = 33.80 5.60 15.13 + 5.45
Diciembre ~ 292 6.2 15.95 + 5.58
Enero 306 4 14.72 + 6.28
Febrero =~ 32 66 17.53 + 6.27
Marzo |~ 307 7.7 17.16 + 5.60
Abril 7 332 7 76 19.39 + 5.87
Mayo 391 12.3 21.70 + 6.26
junio | 432 7 105 22.50 + 8.67
Promedio  33.98 7.56 18.01 £ 6.25

Cuadro 4. Temperatura ambiental en el grupo antes del PCDS durante
los meses de gestacidn de Barisia imbricata.

Grupo control antes PCDS

* Hembras

= Machos

Figura 36. Cantidad y porcentaje de crias hembras y machos por
hembra gestante del grupo antes del PCDS
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Gripo control antes PCDS
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3.50
3.00
2.50
2.00
1.50
1.00
0.50
0.00

PROMEDIO

desv estandar

Figura 37. Media y desviacion estandar de la proporcion sexual en las
crias de las hembra gestantes del grupo antes PCDS.

e Grupo control después del PCDS.

En el presente grupo las hembras gestantes tuvieron un total de 98
crias de las cuales 48 fueron machos y 50 hembras (figura 38).

El promedio de crias hembras y machos nacidas por cada hembra
gestante fue equitativo (figura 39).

La prueba de Mann-Whitney nos indicé que la proporcion sexual en
este grupo que termorregulo libremente en el campo (promedio de
temperatura ambiental de 23.9 + 2.3 °C durante la gestacion)
(CONAGUA, 2010) fue equilibrada con una p de 1.0.
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Grupo control después PCDS

* Hembras

= Machos

Figura 38. Numero y porcentaje de hembras y machos del grupo
después del PCDS.

Grupo control despues del PCDS

8.00
7.00
6.00
5.00
4.00
3.00
2.00
1.00
0.00

Hembra 1 Macho 2
PROMEDIO 6.92 5.85
desv estandar 4.11 4.86

Figura 39. Media y desviacion estandar del grupo después del PCDS.

Al realizar la prueba de ANOVA de un factor con un 95 % de
confiabilidad, el valor estadistico de F fue 0.07 por lo que se acepta la
hipétesis nula de que los promedios de proporcion sexual en el grupo
experimental, grupo antes del PCDS y el grupos después del PCDS no
difieren significativamente, (como también se puede apreciar en el
cuadro 5).
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Promedio Temp. amb. Total hembras Total machos % hembras % machos X hembras nacidas por madre X machos nacidos por madre

Experimento 32:1°C 66 79 46% 54% 5581334 6.5813.82
Control antes PCDS 18.01£6.2°C 14 12 54% 46% 351129 31245
Control despues PCDS ~ 23.9+2.3°C 50 43 51% 49% 6.92+4.11 5.8514.86

Cuadro 5. Proporcion sexual de los tres grupos trabajados.

9. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS.
9.1 Cromosomico.

El cariotipo de hembras y machos de Barisia imbricata es un numero
diploide (2n = 48) y difiere al de otros saurios de la misma familia
Anguidae; Ophiodes intermedius y Ophiodes striatus al tener un
numero diploide de 36 cromosomas, con 12 macrocromosomas y 24
microcromosomas, metacéntricos y sumetacéntricos y sin
cromosomas sexuales heteromorficos al igual que Barisia imbricata
(Hernando, 2002) sin embargo, Olmo (1986) menciona que en la
familia Anguidae los numeros diploides varian de 30 a 48 cromosomas
por lo que coincide con nuestros resultados.

Por otro lado, en otras familias de saurios se presenta un amplio rango
de numeros diploides por ejemplo, en la familia Gekkonidae el numero
diploides varia entre 2n = 16 y 2n = 48, algunos miembros de esta
familia con cromosomas de tipo sexual (Olmo, 1986). En los scincidos
los cromosomas sexuales son raros aunque se han descrito los
sistemas XX/XY con subtipos de cromosomas sexuales (Wright, 1973)
por el contrario, Gorman (1973), menciona que el cariotipo de algunos
iguanidos es altamente conservado 2n = 36 con 6 pares de
macrocromosomas metacéntricos y submetacentricos y 12 pares de
microcromosomas sin encontrar de tipo sexual, el mismo autor
menciona que este patron se encuentra también en las familia
Chamaeleontidae, Gerrhosauridae, Anguidae, Amphisbaenidae vy
Agamidae, otras familias de saurios con cariotipo altamente
conservada son las citadas por Sites y sus colaboradores (1992), en la
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familia Phrynosomatidae con 2n =34 a excepcion de algunas especies
del género Sceloporus (S. grammicus 2n= 32 en hembras, 2n = 31 en
machos; S. torquatus 2n = 32 en machos).

Al no identificar cromosomas de tipo sexual se pensé de manera inicial
que el mecanismo de determinaciéon del sexo dependia de la
temperatura, como ocurre en otras especies de saurios viviparos como
Niveosincus ocellatus (familia: Scincidae) (Wapstra, 2004) y Eremias
multiocellata  (familia: Lacertidae) (Xiao-Long y col., 2012) sin
embargo, nuestros resultados con una temperatura de 32 °C no
demostraron efecto de sesgo de la proporcion sexual de la camada.

A pesar de no encontrarse cromosomas sexuales heteromorficos en
ninguno de los sexos de Barisia imbricata no se descarta la posibilidad
de encontrarse regiones en algun cromosoma con genes especificos
para la determinacion del sexo (cromosomas sexuales homomaorficos)
y que no sean posibles identificarlos por diferencia en el tamafo del
cromosoma que lo porta y/o posicion del centrobmero si no que se
necesiten de técnicas citolégicas mas avanzadas (Bull, 1983; Solari,
1994; Devlin y Nagahama, 2002).

La teoria evolutiva desarrollada por Charnov y Bull (1977) sugiere que
la determinaciéon del sexo ambiental es beneficiosa sobre la
determinaciéon cromosomica (DSC) cuando los entornos son
irregulares, y hay aptitud diferencial entre los sexos. De igual manera
Janzen y Krenz (2004) mencionan que en los reptiles la determinacion
del sexo por temperatura predomina sobre la cromosomica.

Ya se ha demostrado en el saurio oviparo Bassiana duperreyi que la
temperatura se sobrepone para la determinacion del sexo a pesar de
presentar cromosomas sexuales heteromorficos (Radder y col., 2009).

9.2 Ambiental.

La IPCC (2013) mencionan que la temperatura del aire para finales del
siglo XXI probablemente aumente entre 1 a 4 ° C mas caliente que la
actual, la temperatura de 32°C se encuentra 1 °C arriba de las
operativas de las hembras gestantes de Barisia imbricata, por lo que
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se consideraria como una temperatura extrema para ellas pero sin
llegar a la muerte de los organismos como lo menciona Villamar
(1998).

Esta temperatura operativa extrema no sesgo la proporcion sexual, a
diferencia de lo observado en un trabajo de Robert (2006), el cual
obtuvo una inclinacibn cada vez mas a machos en cuanto la
temperatura se elevaba, hasta llegar a un sesgo exclusivo de soélo
machos a 32 °C en el eslizon de alta montafia Eulamprus tympanum
(familia: Scincidae). Sin embargo, sus resultados con el grupo que
termoreguld libremente en campo coincide con los resultados en
Barisia imbricata, con un balance de sexos.

Por otro lado los resultados de Xiao-Long y colaboradores (2012),
mencionan que existe una relacion entre la temperatura de gestacion y
la proporcién sexual en la lagartija vivipara Eremias multiocellata
(familia: Lacertidae) con una TPH a 25 °C, TPM a 35 °C; y balance de
sexos a 29 y 31 °C, y temperatura pivote a 28.3 °C. El grupo control en
este trabajo de hembras que termorregularon libremente en el campo,
coincidid con nuestro mismo grupo control al existir un balance de
sexos en las crias, no se descarta la posibilidad de encontrar una
relacion de la temperatura con la proporcidon sexual en Barisia
imbricata utilizando diferentes rangos de temperatura.

Los resultados de Florentino-Brafia y Xiang-Ji (2000), en la lagartija
ovipara Podarcis muralis (familia: Lacertidae) también coinciden con
los encontrados en Barisia imbricata al observar una proporcion de
sexos igual en todos los tratamientos de temperatura.

Wapstra (2004), encontré que las hembras de la lagartija vivipara
Niveoscincus ocellatus (familia: Scincidae), sometidas a restriccidén de
la termorregulacion (30°C) tenian crias predominantemente machos y
las que si pudieron termoregular tuvieron un 67 % de hembras. Estos
resultados difieren con los de Barisia imbricata ya que no se observd
ningun sesgo de la proporcion sexual con y sin restriccion de la
termorregulacion.
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Wapstra (2009), observé en campo fluctuaciones de la proporcion
sexual en Niveoscincus ocellatus a lo largo de 7 afios de estudio. Por
ejemplo hubo una dominancia de machos del 2001 al 2004 y una
dominancia de hembras en el 2000 y 2006; y en el afno 2007 se obtuvo
proporciones sexuales mezclados (practicamente 50:50). Concluyeron
que el radio sexual en esta especie era dependiente de la
temperatura, al observar que sus resultados del radio sexual variaban
dependiendo de los aflos mas o menos calidos. El explica que las
hembras podrian modificar su comportamiento en base a la estacién
ya sea reduciendo su toma de asoleo en afios mas calurosos y en
afnos mas frios aumentan.

Otra posibilidad es que el aumento de temperatura se asocie con el
cambio de calendario de eventos reproductivos los cuales
contrarresten los efectos térmicos sobre el radio sexual. Otra opcion
mas, son fluctuaciones en la proporcion de sexos a lo largo de la
escala evolutiva la cual podria llevar a los embriones a la
insensibilidad térmica y, por lo tanto, a la pérdida de DST. No se
descarta la posibilidad de que Barisia imbricata pudiera llevar acabo
alguna de estas estrategias para el balance de la proporcion sexual.

Mitchel y colaboradores (2008) demostraron en las tuataras de
Sphenodon guntheri tienen un sesgo de so6lo machos en las
temperaturas de anidacion mas altas y que ese sesgo lo compensan
con su comportamiento, moviendo su temporada de anidacion
(anidando antes conforme el clima se calienta) o anidando en sitios
mas sombreados.

Fisher (1930), mencion6 que los modelos matematicos predicen que la
seleccion natural estabilizara la proporcidn de sexos en la poblacion a
1:1. En nuestra especie la relacion global de hembras y machos no fue
significativamente diferente (167/171 de machos y hembras
respectivamente). Bull (1983) por su parte menciona que en las
especies con DSC la proporcion sexual generalmente es de 1:1 pero,
si en la especie la proporcion sexual es por multiples factores la suma
de estos factores proporcionaran el sexo de la progenie y descartaran
a los cromosomas sexuales, sin embargo son raras las especies que
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presentan esta opcion probablemente por la evolucién inespecifica de
este mecanismo.

Para establecer si el calentamiento global afecta el radio sexual en
Barisia imbricata seria necesario realizar un seguimiento a largo plazo
de las poblaciones en estado natural para establecer si muestran
patrones que provoquen fluctuaciones del radio sexual con respecto a
la variacion de la temperatura. Ademas establecer cuales serian las
temperaturas umbrales para designar el sexo, si es que esta especie
presentara DST. Sin embargo, no se descarta la posibilidad de
encontrar genes en ciertos cromosomas pero que estos no sean
distinguibles como diferencia de tamaro, posicion del centrémero y/o
tamano de las cromatides hermanas del cromosoma que porta tales
genes (cromosomas heteromorficos).

La lagartija ovipara Bassiana duperey, presenta los dos mecanismos
de determinacién del sexo (DST y DSC), pero la DST se sobrepone a
los cromosomas sexuales, ademas en esta especie el tamafo del
huevo también participa en la designacion del sexo, huevos grandes
originan hembras, mientras que huevos pequefios dan origen a
machos, pero solo si la temperatura de incubacion es baja. También
se ha observado que los huevos mas pequenos presentan mayor
concentracion de dehidrotestosterona y por ello son mas propensos a
producir machos (Shine y col.,, 2002; Radder y col.,, 2009) este
fendbmeno de que el mecanismo de DST se sobrepone a la DSC es
observada desde peces como en la tilapia Oreochromis niloticus,
(Jalabert y col., 1974).

Las altas temperatura causadas por el cambio climatico han ido
aumentando de forma gradual y constante conforme a los afos, por lo
que las especies podrian haber evolucionado frente a este cambio,
Robert (2006) menciona que aquellas especies que no son capaces
de evolucionar lo sufrientemente rapido para compensar el aumento
de temperatura y que este incremento térmico incline su proporcion
sexual hacia machos, los podra llevar a su extincion. Por lo que la
seleccion natural podria influir en los saurios frente al cambio
climatico. Es probable que Barisia imbricata ya se encuentre
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aclimatada o haya evolucionado a la temperatura extrema (32°C) que
se estudié.

Estos resultados son respaldados por los estudios de Etchberger y
Nelson (2004), los cuales mencionan que la evolucién de las especies
frente el cambio climatico para la proporcidon de sexos puede
provocar un aumento o disminucion de los umbrales de temperatura
para determinar el sexo, aunque contradicen la propuesta de Morjan
(2003a) el cual sugiere que las temperaturas pivotes son relativamente
fijas (Ewert y col., 2004; Doody y col., 2006).

En el trabajo de Radder y colaboradores (2007; 2009), mencionan que
la proporcidon de sexos en la lagartija ovipara Bassiana duperey,
podria ser influenciada por una combinacion tanto de genes,
temperatura y hormonas, con esta base podemos decir que los reptiles
presentan una gran complejidad en cuanto su mecanismo de
determinacién del sexo, al tener multiples factores que actuan de
forma directa o indirecta, simultaneamente o en diferentes etapas del
desarrollo embrionario.

Barisia imbricata no presento algun sesgo de la proporcion sexual en
la temperatura de restriccion a 32 °C y no hubo diferencias
significativas de las medias de proporcién sexual en los organismos
que termoregularon libremente tanto en campo como en laboratorio,
sin embargo no se descarta el hecho de que podrian estar actuando
diferentes factores (genéticos, ambientales y/o hormonales) para
designar el sexo. Cabe mencionar que no se encontrd algun efecto a
causa de la temperatura extrema utilizada, como reabsorcion de los
embriones, este hecho fue constatado
contando el numero de embriones antes y después de nacer por
medio de ultrasonido mensuales y laparatomias (realizadas antes de
tomar la decision de en qué grupo utilizarlo) por lo antes mencionado
se podria dar la posibilidad de que esta especie presentara DST sin
embargo, se requiere utilizar diferentes rangos de temperaturas de
bajas a altas para concluir.
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Se recomienda realizar un estudio posterior con un rango de
temperatura mayor a 32°C el cual simule lo que se pronostica en el
planeta al aumento de temperatura y poder observar y/o predecir
como este calentamiento global podria afectar el sexo de la camada
de Barisia imbricata.

A raiz de los estudios de Robert y Thompson (2001) que descubrieron
que la DST no era exclusiva de especies oviparas, solo se han
identificado a 4 especies de saurios viviparos con DST (Eulamprus
tympanum, Eremias multiocellata, Niveosincus ocellatus vy
Sphenomorphus indicus; Robert y Thompson, 2001; 2005; Xiao-Long,
2012; Ji y col., 2006), la cual cada una habita en diferentes
condiciones ambientales y su patron de DST difieren, sin embargo
todas coinciden en que son organismos que habitan o se distribuyen
en regiones de alta montana y por consiguiente en climas frios, al igual
de Barisia imbricata.

10. CONCLUSIONES.

El cariotipo de Barisia imbricata es de 2n= 48 cromosomas y no se
presentaron cromosomas sexuales heteromérficos en ninguno de los
dos sexos.

La restriccion de la termorregulacion en hembras gestantes a una
temperatura operativa extrema de 32 °C (conforme a lo que se
pronostican acerca del calentamiento global) no demostré efecto de
sesgo de la proporcion sexual de la camada.

11. PERSPECTIVAS.

Con el fin de ampliar la informacién acerca del cariotipo de esta
especie se recomienda realizar investigaciones encaminadas al
analisis cariolégico mas fino, por medio de una tincidén en bandeo para
determinar mejor la clasificacion de sus cromosomas, ademas se
plantea necesario realizar estudios para identificar genes especificos
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en cromosomas homomorficos que participan en la diferenciacion
gonadal.

La estandarizacién de la técnica de cultivo de linfocitos adaptada en
Barisia imbricata resulta una buena opcion en saurios para realizar
cariotipos sin tener que ser un método destructivo para el organismo
ya que en la mayoria de las técnicas requiere de la eutanasia del
organismo.

Se recomienda realizar un estudios con diferentes rangos de
temperatura (como 22, 24, 26, 28 y 30 °C) para establecer si en esta
especie se presenta el mecanismo de determinacion del sexo por
temperatura. Hasta ahora se desconoce si en Barisia imbricata el
calentamiento global afectara la proporcion sexual pero trabajos
futuros en nuestro laboratorio abordaran el tema utilizando
temperaturas operativas mas extrema para ver el probable efecto del
calentamiento global sobre el sexo de la camada y poder asi realizar
planeaciones de conservacion de la especie ya que se ha demostrado
que en otros saurios viviparos temperaturas extremas si afectan el
sexo de los crios.
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