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RESUMEN

En este trabajo se estudié el efecto de la temperatura de
incubacibén en la determinacién del sexo y el desarrollo gonadal en
Crocodylus acutus y €. moreletii, asi como la actividad
esteroidogénica del complejo urogenital (génada-mesonefros-adrenal)
y la cuantificacién de hormonas esteroides sexuales (HES) en suero
sanguineo en cocodrilos recién nacidos.

Para poder conhocer si C. acutus y C. moreletii presentaban
sexo-termodependencia, se utilizaron huevos fértiles de C. acutus
y C. moreletii, incubdndose a 30, 32 y 34° C (+ 0.5° C), con
humedad relativa del 95% y utilizando vermiculita como sustrato. En
una primera fase, se sacrificaron a diferentes tiempos, durante el
desarrollo embrionario. Para observar la estructura gonadal durante
el desarrollo, se emplearon Técnicas de Microscopia de Alta
Resolucidén. En la segunda fase, se dejaron desarrollar los
embriones hasta la eclosién, sacrificdndolos siete dias después Se
disecaron las gbénadas y procesandolas con la técnica antes
mencionada, se determind la proporcién de sexos para cada
temperatura y para cada especie.

Los resultados muestran, que para C. acutus, a 30 y 34° C, se
producen 100% hembras, a 32° C machos y hembras (50%:50%). Para C.
moreletii se obtuvieron 100% machos a 34° C y 100% hembras a 30 y
32° C. También se encontrd gque la relacién de sexos varia en
funcién -de la temperatura de incubacién, sin embargo, los patrones
de respuesta a la temperatura son diferentes entre las dos
especies.

Los mecanismos fisioldgicos a través de los cuales opera la
determinacién del sexo por efecto de 1la temperatura, son
préicticamente desconocidos. Una hipétesis propuesta, se refiere a
que la biosintesis de estrégenos, modulada por la temperatura,
regula a su vez la diferenciacién de la génada. Para contribuir a
conocer los mecanismos antes mencionados, se determiné la actividad
esteroidogénica en el complejo urogenital (génada-mesonefros-
adrenal) , por medio de la técnica histoquimica a 5-3 B hidroeste~-
roide deshidrogenasa. Se encontré una reaccidn fuertemente positiva
en la gléandula adrenal y muy débil en el mesonefros, pero fué
negativa en la génada. De manera que en Crocodylus acutus y C.
moreletii la regulacidén metabdlica de Hormonas Esteroides Sexuales
(HES) parece 1llevarse a cabo en la glandula adrenal. La
determinacién y cuantificacién de HES se hizo por medio de Radio
Inmuno Anélisis (RIA). Se encontrd que la temperatura regula 1la
actividad metabdlica de estas hormonas, teniendo los niveles mis
altos a 34 °C, y siendo el estradiol y la testosterona mas activa
en machos; adem&s, se presentaron diferencias significativas en el
metabolismo de HES entre C. acutus y C. moreletii.



ANTECEDENTES
DETERMINACION DEL SEXO

En reptiles se han identificado dos mecanismos de
determinacién del sexo: 1los genotipicos (DSG) y los ambientales
(Dsa) . Los primeros, son aquellos en donde el sexo de los
descendientes es determinado en la fertilizacién y no esta
influenciado por el ambiente externo. Los ambientales, son
agquellos en los que la determinacién del sexo es dependiente de la
temperatura (DST), los que influencian la diferenciacién gonadal en
el primer tercio de la incubacién. La DST se ha observado en
lagartijas (Sauria), tortugas (Chelonia) y cocodrilos
{Crocodylia) .

La primera observacién, que sugiridé que la temperatura de
incubacién de los huevos podia influenciar la relacién sexual en
el grupo de los reptiles fue hecha por Charnier (1966), en una
lagartija del Norte de Africa (Agama agama) .

En, 1971, Pieau documenté la influencia sobre la relacién de
sexos entre los embriones de dos especies de tortugas, Emys
orbicularis y Testudo graeca, demostrando en 1972, dque la
temperatura de incubacién de 1los huevos, produce machos
fenotipicos a temperaturas bajas vy hembras fenotipicas a
temperaturas altas. En 1976, Yntema describidé otro modelo de
sensibilidad a la temperatura en otro quelonio Chelydra serpentina.

Después, se establecié que 1la temperatura influenciaba la
diferenciacién - sexual en otras especies de tortugas Emydidae
(Bull y Vogt, 1979) y en una marina Caretta caretta (¥Yntema,
1979; Y¥ntema and Mrosovsky, 1980), pero gue la incubacién de
los huevos a diferentes temperaturas no modificaba significativa-
mente la proporcién de sexos en Trionyx spiniferus (Bull and
Vogt, 1979, Vogt y Bull, 1982).

En 1980, Bull publica la primera revisién de determinacién
del sexo en reptiles, y distingue especies con determinacién del
sexo genotipica (DSG), de especies con determinacién del
sexo dependiente de la temperatura (DST) y recientemente se ha



puesto més atencién en dos taxa Crocodylia y Chelonia.

Actualmente, de las 6551 especies vivientes de reptiles,
arriba de 1000 han sido cariotipificadas. Menos del 27% de ellas
muestran DSG en la forma de cromosomas sexuales heteromérficos.
s6lo 94 especies han sido examinadas para la presemncia o ausencia
de DSA, de estas 72 han presentado DSA (Janzen y Paukstis,
1991) .

Los estudios que se han realizado para investigar la DST en
el laboratorio pueden ser divididos en tres tipos: (1) temperatura
constante, (2) temperatura fluctuante y (3) experimentos de cambio
de temperatura. La mayoria han sido efectuados con' temperatura
constante, aunque log gque simulan mejor el medio ambiente
son los de fluctuaciones de temperaturas. Sin embargo, en este
Gltimo caso la interpretacién es dificil, debido a la cantidad de
variables que manejan.

Los estudios de cambio de temperatura han sido disefiados
especificamente para averiguar el periodo critico de 1la
determinacién sexual de las génadas en especies con DST, ademas de
inferir sobre los mecanismos gue controlan el proceso de
diferenciacién sexual (Paukstis y Janzen, 1990).

En particular para los cocodrilos, la determinacién sexual
dependiente de la temperatura de incubacidén ha sido citada para
cinco especies de Crocodylus y en tres de Alligatoridae, en
trabajos que se han realizado, tanto en nidos naturales como en
condiciones de laboratorio (Esq. 1).

Respecto de los trabajos realizados en nidos naturales, se han
registrado las temperaturas de incubacién en el nido, valorando de
gue manera influyen sobre las proporciones sexuales (Webb y Smith,
1984; Webb et al., 1987), y con trasplantes de huevos para
determinar cémo la localizacién del nido y el tiempo de anidacién
influye sobre las proporciones sexuales en funcién de la
temperatura de incubacién (Lang, 1989).
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MODELOS DE RESPUESTA A LA TEMPERATURA

Con respecto a la relacién de sexos como una funcién de la
temperatura de incubacién, Douvrnon (1990), propuso 5 tipos de
respuesta en diferentes especies de reptiles (Esq. 2).

MODELO 1

Anmbos sexos son obtenidos dentro de un solo grado de
temperatura, entre 28 °C y 29 °C. Por arriba de este "intervalo
critico" los individuos nacen hembras fenotipicas en un 100 % vy
por debajo de este, 100% machos fenotipicos. Este modelo se
describi6é en Emys orbicularis, lo presentan 7 especies de tortugas
y podria ocurrir en 9 més.

MODELO 2

Caracteristico de Alligator mississippiensis, la respuesta es
inversa a la anterior, aqui nacen 100% de machos fenotipicos por
encima del intervalo critico de temperatura (31-33 °C) y por
debajo de este 100% de hembras fenotipicas., En el intervalo
critico, comprendido entre 31-33 °C, nacen hembras y machos. Este
modelo, ha sido observado en otras 3 especies de cocodrilos;
Crocodylus niloticus, C. siamensis y Caiman crocodylus (Deeming
y Ferguson, 1988) y posiblemente también ocurre en dos especies de
lagartijas: Agama agama y Eublepharis macularius.

MODELO 3

Este modelo fue descrito para Chelydra serpentina, en donde
100% de hembras fenotipicas son obtenidas tanto a temperaturas
bajas como altas y 100% de machos a temperaturas intermedias, con
dos periodos criticos.

Ambos sexos se diferenciaron dentro de los intervalos 21-23
°C y 26-29 °C con un alto porcentaje de machos fenotipicos a
22 °C vy 28 °C (¥Yntema, 1976). Datos preliminares indican dque
este modelo también ocurre en otras nueve especies de tortugas,



en el geco Gekko japonicus y en dos especies de cocodrilos
(Crocodylus porosus y C. palustris).

MODELO 4

Se presenta en Crocodylus johnstoni, en donde hembras
fenotipicas fueron obtenidas a todas las temperaturas de
incubacién, pero machos fenotipicos solo fueron producidos entre
31-32.5 °C, con menor porcentaje que las hembras fenotipicas.
Este modelo puede derivar del modelo 3 pero con 1la reduccidn
extrema del intervalo de temperatura para la diferenciacién de los
machos.

MODELO 5

La temperatura no afecta la diferenciacién sexual. En Lacerta
viridis, fueron incubados a 17 C, 19.5 °C , 22.5 * 0.5 °C y a
'35.5 + 0.5 °C en cada una de estas temperaturas, la relacién de
sexos era cercana a 1:1, mostrando que la determinacidn del sexo
genotipico es mantenida.
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DETERMINACION DEL SEX0 Y DIFERENCIACION

La diferenciacién sexual en los vertebrados es un proceso
secuencial que se realiza en tres etapas. La primera etapa abarca
la determinacién del sexo genético, que se establese en el momento
de 1la fertilizacién. La segunda etapa es la diferenciacidn
gonadal, es decir es la etapa en la cual el primordio gonadal
indiferenciado se desarrolla para constituir un testiculo o un
ovario; y en la tercera y fltima etapa se lleva a cabo el
establecimiento sexual del organismo o diferenciacién fenotipica
(George y Wilson, 1988).

DETERMINACION GENETICA EN REPTILES

Para ver la influencia de la determinacién del sexo genético
en reptiles tanto en especies con DST, como en los que presentan
cromosomas sexuales, Bull et al., (1988), emplearon la sonda del
gene ZFY comparando DNA genémico de reptiles con DSG y el DNA de
reptiles con determinacién sexual por temperatura. No
observaron diferencias en los patrones de hibridacién.

La hibridizacidén de ZFY a RNA poliadenilado indica que, la
versidén reptiliana de este gen, es expresado en embriones de ambos
sexos durante el periodo en donde la temperatura es importante en
la determinacién sexual. Infiriendo que, si las secuencias de ZFY
son importantes en la determinacién del sexo en reptiles, entonces
la diferenciacién gonadal dependiente de la temperatura y la
genotipica, puede tener una base molecular similar.
Posteriormente, este trabajo fué cuestionado por otros autores, va
que también se presentan secuencias del ZFY en especies con
determinacién del sexo genotipico, con diferentes expresiones de
cariotipos XX,XY,ZZ & ZW.

Demas et al., en 1991, secuenciaron DNA especifico sexual,
en reptiles con determinacién del sexo por efecto de 1la
temperatura; aislando ‘"banded krait minor" (Bkm), que fué
encontrado en altas concentraciones en el crcmosoma W de la
serpiente Bungarus fasciatus, la cual presenta cromozomas sexuales
isomérficos semejante a la regién determinante de machos del



cromosoma "Y", del ratén y del hombre. Demas et al., realizaron
una hibridizacién filtrada con el Bkm 2 (8), en dos especies de
tortugas marinas Chelonia mydas y Lepidochelys kempii, en las
cuales el sexo es determinado por la temperatura de incubacién,
encontrando que el Bkm relacionado con el DNA de estas sspecies
son cuantitativamente fragmentos especificos de machos en ambas
especies,

Estos autores concluyenron que las secuencias de DNA
especificas del sexo en especies con determinacién del sexo
por la temperatura, se explican sosteniendo el modo genético de
la determinacién del sexo en estos animales, o alternativamente,
si la determinacién del sexo es influenciada por la temperatura,
existen modificaciones estructurales en el DNA adyacente o
directamente relacionadas con los genes determinantes del sexo.

Estudios preliminares de DNA de 4 especies de cocodrilos
revelaron nuevos fragmentos de Bkm, sugiriendo que se presentan
modelos para cada especie, a diferencia de las tortugas en que la
identificacién para especie no fue posible, ya que se requieren
mds estudios de estos animales (Demas y Wachtel, 1991).

En mamiferos, la determinacién del sexo es gobernada por un
gene en el cromosoma ¥, llamado SRY (regién sexo determinante Y),
sin embargo en reptiles, estudios de hibridizacién del gene SRY
mostraron secuencias de aminoacidos del mismo, pero sin
atribuirseles la misma funcién. Por lo tanto el SRY es un
determinante primario del sexo en los mamiferos, pero no en otros
grupos de vertebrados (Terrence, et al., 1991).

DIFERENCIACION GONADAL

La morfogénesis gonadal es un proceso de diferenciacién de
los 6rganos reproductores gque involucra  la interaccién entre
células germinales y células somdticas, las cuales tienen
diferente origen: el componente germinal extragonadal y los

elementos somdticos mesodérmicos (Fox, 1977). Este proceso
presenta eventos morfogenéticos particulares; como la divisién
celular, movimientos celulares, muerte celular programada,

modificacién de la matriz extracelular y diferenciacién celular,
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asi como la interaccién de sus elementos en tiempo y espacio
(Merchant-Larios, 1984).

El desarrollo gonadal en reptiles, fue descrito por Daufaure
en 1966 para Lacerta vivipara y en genéral es similar para otros
reptiles . Al inicio del desarrollo gonadal existen dos
estructuras llamadas crestas genitales, las cuales se forman a
partir del epitelio celémico y una condensacién de células
mesenquimdticas, a uno y otro lado del mesenterio dorsal (op.
cit.).

Las células germinales de origen extraembrionario, migran
desde el saco vitelino a la génada via transporte pasivo, junto con
los tejidos circundantes y/o a través del sistema circulatorio
(Hardisty, 1977).

La formacién de 1la cresta genital en cocodrilos es semejante
a la descrita para Lacerta vivipara y otros reptiles (Ferguson,
1985) y se desarrolla durante 1las primeras 4 semanas (Joss,
1989).

Merchant et al., en 1989, describieron en Lepidochelys
olivacea la morfogénesis gonadal a nivel ultraestructural, gque
es similar a otros reptiles. Las células del mesotelio de la
cresta genital muestran 1las siguientes modificaciones: las
células internas mesoteliales pierden sus conexiones
intercelulares y las c¢élulas exteriores que se encuentran
frente a la cavidad celémica permanecen unidas con sus
células vecinas. Una delgada lamina basal, descansa Sobre
el mesotelio, se ve interrumpida en varios sitios,
principalmente donde las células mesoteliales tienen contacto
directo con las células mesenquimdticas, y de esta manera ambas
células parecen contribuir en la formacidén de cordones sexuales.

El siguiente periodo es el establecimiento de la gbnada
indiferenciada con la formacién de los cordones sexuales en la
regién medular, que para los cocodrilos es denominada Yetapa
de biopotencialidad" (Ferguson, 1985; Joss, 1989). Cuando empieza
la formacidn de los cordones medulares, se inicia la invasién
de vasos sanguineos en la cresta genital, por lo tanto se ha
pensado dque en el establecimiento de la gbnada
indiferenciada la vascularizacidén juega un papel importante,
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probablemente actuando como un soporte mec&nico para 1la
constitucién de los cordones medulares (Merchant-Larios et al.,
1989). El establecimiento de los cordones sexuales en la
gbnada, se debe a que las células mesoteliales Yy
mesenquimdticas inician wuna gran actividad proliferativa al
llegar las células germinales primordiales, formando un
agregado compacto. Posteriormente, se inicia el depésito de
una delgada lamina basal y de fibras de coldgena que participan
en la formacidén de un epitelio organizado (op. cit.). En
el Alligator mississippiensis este periodo se lleva a cabo entre
la 4a y 6a semana de incubacién (Joss, 1989).

Diferenciacién testicular.

La diferenciacién del testiculo, se observa por la
compactacién de los cordones sexuales, Joss en 1989 describié para
Alligator mississippiensis, dque como resultado de esta

compactacién hay una disminucién de volGmen, en comparacién con
el del ovario.

La morfologia del testiculo en términos generales, es
similar a la descrita para la mayoria de 1los vertebrados,
consistiendo de cordones seminiferos, rodeados de tejido
intersticial muy vascularizado, con una capsula de tejido
conjuntivo, constituida principalmente por fibras de coldgena
(Deemming, 1988, Austin, 1989). En mamiferos se ha descrito
que el "traslado" de 1los cordones sexuales a la regidén
medular de la gdénada es un movimiento morfogenético que
implica cambios en la adhesividad de las células epiteliales y un
activo depdsito de las moléculas gque forman la la&mina basal, con
los cambios histoldgicos que conlleva el movimiento de las
células mesenquimdticas y endoteliales (Merchant-Larios and
Taketo, 1991).

Forbes observd que en algunos cocodriles y tortugas, habia
persistencia de una regién cortical en €l testiculo, aun después
de la eclosién (en Merchant-Larios, 1977).

Diferenciacién ovArica.
La estructura del ovario en reptiles, est& determinada por la
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migracién de las células germinales hacia 1la regidn cortical,

observindose un engrosamiento del epitelio, con células
estromdticas entre las germinales (Fox, 1977; Merchant-Larios,
1977).

En la parte medular, hay una regresién de los cordones
epiteliales y predomina el tejido mesenquimé&tico. Sin embargo,
su apariencia pronto cambia como Tresultado Ge una
proliferacién epitelial dando un arreglo compacto al tejido el
cual, bajo el microscopio 6ptico, no muestra una estructura bien
definida (Merchant-Larios, 1977).

DIFERENCIACION FENOTIPICA

Por dGltimo, el establecimiento sexual del organismo ©&
diferenciacién sexual fenotipica, se 1lleva a cabo por la
activacién hormonal gque aungue no influye directamente en el
proceso fundamental de la determinacién del sexo, es importante
para el desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias.
Estas hormonas sexuales son elaboradas por gléndulas endbdcrinas,
sobre todo los ovarios y testiculos, aunque también intervienen
las adrenales y la hipdéfisis., Las adrenales producen esteroides
quimicamente relacionados con los producidos por las gbnadas y
probablemente también influyen en el desarrollo de las
caracteristicas sexuales secundarias. Los ovarios y los
testiculos tienen wuna funcién comln: son responsables de 1la
produccién de las cé&lulas sexuales primarias, es decir, 1los
ovocitos y espermatozoides, respectivamente. Asimismo inducen la
aparicién de las caracteristicas sexuales secundarias, a través de
las hormonas sexuales (Eckert R. et al., 1989).
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" MECANISHOS DE DIFERENCIACION SEXUAL
HIPOTESBIS PROPUESTAB

Las bases moleculares y fisiolégicas de 1la
determinacién del sexo dependiente de la temperatura DST son
todavia desconocidas, sin embargo, se han propuesto varias
hipétesis.

Raynaud y Pieau (1985), presentaron la primera hipétesis que
implica a la temperatura de incubacién como agente causal de 1la
determinacién del sexo, particularmente, de la diferenciacién
sexual gonadal en la tortuga Emys orbicularis. Bas&ndose en las
proposiciunes de Engel et al., (1981) y Zaborski et al., (1979 y
1980) considerando la participacién del antigeno H-Y, y de las
hormonas esteroides sexuales (HES), en el proceso de la
diferenciacién sexual gonadal (Pieau, 1982), sugirieron que la
temperatura de incubacién podria modificar la biosintesis de
las enzimas involucradas en la esteroidogénesis de HES, asi como
del antigeno H-Y. El primordio gonadal, se diferenciar& en ovario,
si la concentracién de estrdgenos es relativamente mayor durante
su periodo termosensible, mientras que, si el primordio gonadal
es H-Y, se diferenciari en testiculo, cuando la concentracién de
estrégenos es baja o nula en el mismo periodo. La hipétesis de
estos investigadores se fortalecié a partir de los resultados
experimentales de la ekpresién del antigeno H-Y después de un
tratamiento hormonal o de ovariectomia en anfibios y aves. Para
comprobar esta hipétesis Raynaud y Pieau (1985) sugieren que es
necesario llevar a cabo estudios de esteroidogénesis en la génada
(actividad enzim&tica y biosintesis, de la expresién del antigeno
H-Y), asi como de biosintesis de proteinas, durante los estadios
primarios del desarrollo, principalmente antes del inicio del
periodo termosensible gonadal en embriones -(DST), provenientes de
huevos incubados a diferentes temperaturas.

otra hipbtesis es la propuesta por Crews et al., (1989),
quienes sugieren que, en los reptiles sexo- termodependientes, la
determinacién del sexo se lleva a cabo por la accién de una HES,
regulada por 1la temperatura de incubacién.



14

Esta variable fisica al activar diferencialmente enzimas
ldbiles a la temperatura, favoreceria la obtencién de precursores
de HES del vitelo, o alternativamente, de 1la gbnada y/o
adrenales embrionarias. Asimismo, regularia la biosintesis de
estrégenos y éstos al antagonizar la accién de la(s)
hormona(s) masculinizante(s), favorecerian la diferenciacién del
ovario al estimular la proliferacién de la regién cortical de
la génada en diferenciacién.

La tercera hipétesis fué propuesta por Merchant-Larios
y Villalpando-~Fierro (1990), en la que explican el efecto de
la temperatura de incubacién en la determinacién del sexo de
una especie de tortuga DST (Lepidochells olivacea). Basados en los
resultados obtenidos en una serie de experimentos como fueron:
cultivo in vitro de génadas embrionarias en diferentes
estadios del desarrollo, provenientes de huevos incubados bajo el
efecto de la temperatura masculinizante o feminizante, asi como el
intercambio de la temperatura masculinizante a la feminizante y
viceversa, de huevos en diferentes etapas del desarrollo
embrionario. Sus resultados indicaron que hay prominente
inervacién en la fase primaria de la diferenciacién sexual
gonadal. Los resultados los llevaron a proponer un efecto indirecto
de la temperatura sobre la diferenciacién sexual de la gdnada. Es
decir, que el sistema nervioso central actuaria como sensor de la
temperatura, la cual regularia la secrecién de neurohormona(s).
Dichos "factores" neurochormonales, serian las moléculas
morfogen&ticas responsables tanto de la determinacién
embrioclégica como del mantenimiento de la diferenciacién sexual
gonadal femenina. Para que se lleve a cabo la diferenciacién,
estos investigadores proponen que las neurohormonas, al actuar
sobre el primordio gonadal femenino, inducirian 1la biosintesis
de HES (estrégenos), dando como resultado la diferenciacién de
los ovarios.

Janzen y Paukstis, en 1991, hacen udna combinacién de estas
hipétesis, mencionan que mis de un componente se encuentra
actuando sobre los procesos de determinacién del sexo gonadal
(Esq. 3).
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INPLUENCIA DE LA TEMPERATURA DE INCUBACION

La temperatura de incubacién no solo tiene influencia sobre
la diferenciacién sexual en cocodrilos, sino también en el
desarrollo y crecimiento embrionario. Deeming et al., en 1990,
toman varias medidas morfométricas durante el desarrollo
embrionario de Alligator mississippiensis, Crocodylus johnstoni y
C. porosus, a diferentes temperaturas de incubacién, obteniendo un
intervalo de crecimiento embrionario méds rdpido a temperaturas
altas, independientemente de las caracteristicas genéticas de las
especies.

También fue demostrada la influencia de 1la temperatura de ]
incubacién sobre los patrones de termoregulacién, crecimiento vy
sobrevivencia, de las crias ¢. johnstoni y C. porosus (Webb et
al., 1987). Las caracteristicas quimicas originales del huevo se
modifican durante el desarrollo embrionario por influencia de la
temperatura de incubacién, siendo una modificacién importante 1la
pérdida de agua por via metab&lica o por evaporacién. (Manolis et
al., 1987).

Los patrones de erupcién de dientes y su desarrollo para C.
johnstoni, también son afectados por la temperatura de incubacién.
Beal y Webb en 1989, incubaron a temperaturas diferentes entre 28
Yy 34° C para determinar la denticién o 1la no denticién,
obteniéndose una erupcién de dientes temprana a temperaturas altas.
Ademds de modificarse el nGmero de dientes; a temperaturas bajas
Y altas el nGmero es mayor (19-21). En cambio a temperaturas
intermedias se forman menos dientes de 15-18.

otros factores influenciados por la temperatura de
incubacidn, son los patrones de pigmentacién y termorregulacidn.
Estos han sido evidenciados en Alligator mississippiensis (Lang,
1987), los cuales son controlados por el hipotdlamo via
hormonas influenciadas por la temperatura.
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IMPLICACIONES DE LA DETERMINACION SEXUAL
TEMPERATURA-DEPENDIENTE

Es importante conocer las implicaciones ecolégicas,
evolutivas y adaptativas de la determinacién del sexo dependiente
de la temperatura (DST) y la determinacién del sexo genotipico
(DSG) entre reptiles. Para esto hay que ver las condiciones
fisicas de los nidos naturales, ya que 1la mayoria de 1los
estudios para DST, han empleado temperaturas constantes en
condiciones de laboratorio.

La mayoria de los estudios en ecologia de’ nidos, han
demostrado que 1las condiciones térmicas dentro de los nidos
naturales cambian diaria y/o estacionalmente (Deeming y Ferguson,
1989; Lutz y Dunbar-Cooper, 1984; Joanen, 1987 y Thorbjarnarson,
1988).

En estudios de relaciones de sexos en nidos naturales de
especies con DST (C. johnstoni, C. porusus y C. palustris) se
ha demostrado que la localizacién del sitio de los nidos influye
en la relacién de sexos y que, en general algunos nidos producen
solo machos, solo hembras, © ambos sexos, si se encuentran
distribuidos en estratos (Webb et al., 1987; Lang et al., 1989),
demostrando gque la DST ocurre también bajo condiciones
naturales.

Los resultados de los estudios de DST en nidos naturales de
cocodrilos son similares a los de laboratorio, sugiriendo que el
proceso de diferenciacién sexual es el mismo. Aungue todavia
no esta claro cémo distintos cdmponentes del proceso de desarrollo
(ej. variaciones térmicas naturales o perfiodos criticos de
diferenciacién sexual en nidos), puedan relacionarse con la
determinacién sexual en la naturaleza.

La seleccién de sitios de anidacién por parte de las hembras,
las caracteristicas fisicas de los nidos y otros factores,
también deben de tomarse en cuenta. Para un completo entendimiento
de la diferenciacién sexual y las relaciones de sexos en
condiciones naturales, es necesario investigar m&As sobre DST
en nidos y sus consecuencias en poblaciones naturales.
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Desde el punto de vista evolutivo, los reptiles mantienen una
Gnica e importante posicién filogenética para el conocimiento de la
evolucidén de los mecanismos de determinacién del sexo. Todos los
mamiferos, aves y casi todos los anfibios tienen DSG, (Bull,
1980, 1983), mientras que los reptiles muestran una variedad de
mecanismos de determinacién del sexo, incluyendo DST.

La presencia tanto de mecanismos ambientales como genotipicos
de determinacidén sexual en tres de los cinco mayores taxa de
reptiles, 1lleva a interesantes preguntas acerca de los
origenes de estos mecanismos en los reptiles. Varios tipos de
determinacidén del sexo ambiental (DSA), aquellos influenciados por
el pH, nutricién, temperatura han sido descritos para un
pequefio grupo de organismos pero que sin embargo, varia de
acuerdo con el grupo taxonomico estudiado como en los Equitridos,
en Nemdtodos Nermitidos y Diplogastéridos, Isépodos, Amfipodos y el
pez plateado del Atléantico (en Bull, 1983; Adams et al., 1987).

Se ha argumentado mucho que la DSA fue el estado ancestral de
determinacién sexual en todos los vertebrados, (Witschi, 1959).
Ciertos autores argumentan en favor de lo anterior dada 1la
perspectiva de que la mayoria de los invertebrados, peces,
anfibios y reptiles, carecen de cromosomas sexuales y que muchos
miembros de los tres primeros grupos también muestran alguna
labilidad en expresiones del sexo. Sin embargo, se han reunido
més evidencias desde que esta hip6tesis fue propuesta. La amplia
ocurrencia de DST entre varios taxa de reptiles, ha sido tomada
como un indicador de que el DST fue la condicidn ancestral (Bull,
1980). Un andlisis de la filogenia de tortugas, sugiere que es mas
probable asumir gue DSA mds que la DSG, es la condicién
ancestral de determinacién del sexo en tortugas (Janzen and
Paukstis, 1991). Para asumir esto, tendria gque contemplarse un
minimoe de 7 eventos evolutivos necesarios para generar la
distribucién conocida de los mecanismos de determinacién sexual.
Con DSG como estado ancestral tomaria por 1lo menos 13 estados
evolutivos (Janzen y Paukstis, 1991).

Esto puede cambiar conforme cambie el conocimiento. Un
andlisis asi excluye la convergencia: origenes mGltiples de un
mecanismo sexual particular puede no ser claro.
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La predominancia aparente entre quelonios, en conjuncién con
la aparicién de los primeros registros fésiles de este grupo, ha
originado la presuposicién de que el DSA es el estado ancestral,
aungue hay algunas evidencias que sugieren lo contrario. En primer
lugar, la distribucidn comin de DST entre reptiles extintos y
también dentro de los quelonios, no necesariamente sugiere a un
DSA ancestral. De las especies estudiadas 72 tienen DSA contra 354
gue tienen DSG, Entre quelonios hay 47 especies conocidas que
poseen DST y 12 con DSG. Esto hace pensar que mis especies de
qguelonios poseen DST que DSG y que probablemente solo el 24% de
especies extintas poseen otros mecanismos (de acuerdo con los
resultados de la secuenciacién de DNA en fésiles). En segundo lugar
la DST ocurre en 9 de 13 familias de quelonios y la DSG sélo en 4.
La familia (Emydidae) muestra ambos y existe una familia que no ha
sido estudiada (Janzen y Paukstis, 1991).

La frecuencia de DST en quelonios no es una evidencia muy
fuerte para decir que DSA es el estado ancestral, porque 1la DSG
ocurre tambien en ellos y ambos mecanismos se presentan en otros
vertebrados tetrédpodos (op. cit.).

Por otro lado, los primeros fésiles conocidos de quelonios
Cryptodirianos, son del Jur&sico Superior y estén representados
actualmente por miembros de la Superfamilia Chelonoidea (con
especies extintas) que exhiben DST y  Trionychoidea (con
especies extintas) gque nuestran DST y DSG (Carrol, 1988).

Algunos autores sugieren que el cariotipo del quelonio
primitivo puede ser como el de las tortugas Quelénidas y
Dermdtidas (zn= 56) pero el cariotipo primitivo como el de 1las
tortugas Trionicoides (zn= 69-68) no podria ser descartado.
Finalmente, las relaciones de tortugas con otros grupos de
reptiles est4 también en duda. Estos factores hacen dificil
determinar cual caricter (DSA & DSG) es ancestral. La distribucién
mencionada puede indicar que DSA ha evolucionado
independientemente muchas veces y puede sugerir mfiltiples origenes
independientes de DSA dentro de reptilia y adn dentro de
Chelonia (Webb y Cooper-Preston, 1989).

El significado adaptativo de DSA en reptiles se ha discutido,
proponiendose que la DSA sera favorecida sobre DSG en situaciones
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donde una ventaja del "fitness" (contribucién proporcional de
individuos a generaciones futuras, con el mayor nGmero de
descendientes que deja un individuo en relacién al menor nlmero
que deja el otro) aumentaria el naGmero de individuos de un sexo
particular en un ambiente dado (Charnov y Bull, 1977). Se ha

considerado que el crecimiento posteclosién es afectado por
las temperaturas de incubacién, asi, las crias producidas a
bajas temperaturas durante la incubacién aumentan su
crecimiento, en comparacién a las producidas a altas temperaturas.
Si esto es asi, los efectos del crecimiento posteclosién sobre el
"fitness" son especificos del sexo. Por ejemplo los machos
pueden beneficiarse m&s que 1las hembras, creciendo mis ripido
después de la eclosién. Consecuentemente de acuerdo con el modelo
Charnov-Bull, habra 1la seleccidén de un mecanismo determinador
del sexo gque permita la produccién de machos a temperaturas
bajas de incubacién y produccidn de hembras a temperaturas altas.

Los dos Gnicos intentos por investigar el significado
adaptativo del DST en reptiles han empleado esta c¢lase
de propuestas, pero con éxito limitado. En el primero, se
observé, el crecimiento de Alligator mississippienses en huevos
incubados a 4 diferentes temperaturas y hasta 18 meses después de
la eclosién. Los machos incubados a 34.7° C, eran grandes Yy
fuertes, lo contrario sucedid para las hembras ( Janzen y
Paukstis, 1991).

En el segundo estudio (Gutzke y Crews, 1988), se encontrd
gue hembras de Eublepharis mascularius producidas a temperaturas
altas de incubacién no fueron receptivas sexualmente, mientras que
hembras producidas a bajas temperaturas exhibieron receptividad
sexual cuando las cortejaban los machos. El comportamiento sexual
de machos producides a diferentes temperaturas no  fue
significativo. Asi que parece haber una seleccidén sexual
negativa contra la produccién de hembras a altas temperaturas
(Joanen et al., 1987). También se ha sugerido que el significado
adaptativo de DST puede ser manifestado en el patrén de dimorfismo
sexual expresado entre taxa con DST y DSG, o entre taxa con varios
tipos de DST.
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Por otra parte, investigar los aspectos de determinacién
del sexo, como de temperatura de incubacién, periodos criticos
y otros mecanismos, son de suma importancia para la conservacién
Y manejo de reptiles amenazados & en peligro de extincién que
tengan DST. La proporcién de sexos podria ser manipulada por
un control de la temperatura de incubacién en agquellas especies
con DST.



BEPECIEB ESTUDIADA8S EN EL PRESENTE TRABAJO
Crocodylus acutus (Cuvier, 1807)
Status: En peligro de extinecidén (CITES, IUCN)

Distribucibn: Es el cocodrilo con m&s amplia distribucién de
América. En la vertiente del Atlantico, desde Florida en 1los
Estados Unidos y Campeche en México hasta el Noreste de Venezuela.
Por la vertiente del Pacifico desde Sinaloa en México, hasta el
Norte del Perd, también presente en Cuba, Martinica, Trinidad,
Jamaica, Haiti y la Reptiblica Dominicana (Thorbjarnarson, 1989).

Habitat: Esta especie prefiere habitats costeros, manglar,
pantanos, esteros, ademls de ocupar grandes rios y lagos. Se sabe
que se adaptan a varios tipos de aguas como las dulces,
salobres e hipersalinas (Thorbjarnanson, 1989).

Dieta: Principalmente peces y otros organismos acuiticos.

Anidacién: E1 ciclo reproductor es anual, la puesta de
huevos, es en los meses de marzo-abril (Alvarez del Toro, 1974) y
el nido es un hoyo cavado por la hembra utilizado dos tipos de
sustrato para cubrirlo; arena y limo; la temperatura de incubacién
natural esté& comprendida en un intervalo de 30 °C a 34 °C (Lutz
y Dunbar-Cooper, 1984).

Ccrocodylus moreletii (Bibron & Dumeril, 1851)

Status: En peligro de extincién. CITES, IUCN.

Distribucién: Localizado en la vertiente del Atlantico, en
las zonas costeras desde el sur de Tamaulipas, Veracruz, Chiapas,

Tabasco, Campeche y Yucatén, en México y hasta el Sur de Belice
Y la reqgi6n del Peten en Guatemala (Smith y sSmith, 1977).
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Habitat: Palustre, charcos, lagos y rios, y recientemente se
les»ha registrado en habitats costeros.

Dieta: Se alimenta de pequefios invertebrados acuaticos,
cangrejos, peces, aves, reptiles, pequefios mamiferos e incluso
animales domésticos como perros y cabras.

Anidacién: Ciclo reproductor anual, la temporada de anidacién
comprendida entre fines de abril y mediados de julio. Los nidos
son monticulos construidos por la hembra, de diferentes
proporciones de material vegetal, suelo y arena. El tamafic de la
nidada varia ‘entre 11 y 51 huevos con un promedio de 30
(Casas—~Andreu, 1986). La temperatura de incubacién en nidos
naturales es entre los 28° C y 34° C (Ferguson, 1985).
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PLANTREAMIENTO DEL PROBLEMA

Entre los cocodrilos, la ausencia universal de cromosomas
sexuales heteromérficos, implicaria que todos los cocodrilos
vivientes exhibieran DST. Sin embargo, los patrones de DST en los
pocos representantes estudiados difieren sustancialmente y esta
diversidad proporciona argumentos para estudiar a otras especies.
No se cuenta con esta informacidn en Crocodylus acutus y C.
moreletii, y menos aln sobre los mecanismos que actGan en la
determinacién sexual en especies termodependientes, que permitan
comprender este fenSmeno en el grupo.

En lo que se refiere a la situacidn actual de C. acutus y C.
moreletii, sus poblaciones han disminuido considerablemente, tanto
por la destruccién del habitat como 1la explotacidén de este
recurso. Actualmente estan en las listas internacionales de
especies en peligro de extincidén (CITES,IUCN), por 1lo due es
necesario establecer programas de conservacién, en los cuales el
conocimiento de DST es muy importante, ya que al parecer, los
patrones de temperatura podrian ser caracteristicos para cada de
especie de cocodrilo.

OBJETIVOB

* Establecer si la temperatura de incubacién determina el

sexo en C. acutus y C. moreletii.

* Determinar el tiempo de formacién y establecimiento de la
diferenciacién gonadal, durante el desarrollo embrionario
en C. acutus.

% Establecer si las hormonas esteroides sexuales,
constituyen un factor determinante del sexo en cocodrilos.
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HETODOS

RECOLECTA DE HUEVOS FERTILES

Para llevar a cabo la presente investigacién, se recolectaron
3 nidos de Crocodylus acutus, con 46 huevos fértiles en la
desembocadura del Rio Cuitzmala en Jalisco, México, durante 1la
época de anidacién en los meses de abril~ mayo en 1991 y 1992,
Para Crocodylus moreletii se obtuvo un nido con 30 huevos fértiles
en la granja de cocodrilos en Buena Vista, Tabasco, México, en los
meses de mayo- junio de 1992.

SOBREVIVENCIA DEL EMBRION

Los huevos utilizados se encontraban en las primeras etapas
de desarrollo reconocidas, de acuerdo con las claves de Ferguson
(1985), incubandose posteriormente a 30° C, 32° C y 34° C, en
incubadoras con sensibilidad de % 0.5° €, con una humedad
relativa del 95 % y utilizando vermiculita como sustrato (Grigg,
1987).

HISTOLOGIA

con el fin de conocer la morfogénesis gonadal se utilizaron
los embriones de C. acutus incubados a 32 ¢ ¢ , sacrificéandose
a los 14, 50, 55, 60, 70, 75 y 81 dias de incubacién, verificando
el estadio de desarrdllo embrionario en que se encontraban
mediante la clave de Ferguson (1985). Se extrajo de éstos 1la
regidn urogenital, procesdndose los tejidos con la técnica de
microscopia electrénica mediante una fijacién en Karnovsky,
postfijandose después en Tetradxido de Osmio al 1% y se incluyeron
en Epon 812, Se realizaron cortes semifinos de esos tejidos de
1.0 a 1.5 Mm, tifiéndolos con azul de tolouidina para microscopia
éptica de alta resolucidn. Se obtuvieron cortes finos de 60 a 90
nm, los dgque se contrastaron con acetato de uranilo-citrato de
plomo para microscopia electrénica.

DETERMINACION DEL SEXO
Para determinar el sexo en C. acutus se utilizaron 13, ‘10 y
12 embriones incubados a 30° C, 32° C y 34° C respectivamente.
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Para C. moreletii, se incubaron a 30° C, 32° C y 34° ¢, 10
embriones para cada temperatura. siete dias después de 1la
eclosién, se sacrificaron por decapitacién. Se disecaron las
génadas, la derecha fué empleada para histoquimica y la izquierda
se procesd para microscopia electrénica de alta resolucién de
acuerdo con 1la técnica descrita anteriormente, determinédndose el
sexo en relacidén con las caracteristicas que presentara la
génada a nivel histolégico. Para determinar si es un testiculo,
la gbénada debe presentar apariencia compacta, con cordones
seminiferos en su interior, rodeados de tejido intersticial. E1
ovario debe presentar dos regiones, la corteza y la médula; 1la
corteza est& constituida de un epitelio engrosado con numerosas
células germinales.

HISTOQUIMICA E INMUNOHISTOQUIMICA

La actividad esterovidogénica se registré en 24 ovarios y 10
testiculos de 1los embriones incubados a las temperaturas ya
mencionadas, en ambas especies. ‘se extrajo la gbnada derecha a
la cual se le realizé la técnica histoquimica para la deteccién
de la actividad de a 5-3 B hidroxiesteroidedeshidrogenasa (3 BHSD).
Congelando la gdnada a -70° C en hexano, se realizaron cortes por
congelacidén a 8 Mm. El medio de incubacién se preparé con 20 mg
de Nitro Blue Tetrazolium, (NBT,grado III de Sigma), en 20 ml de
amortiguador Tris HC1 0.2 M, PpH 7.6. Por separado se disolvieron
40 mg de NAD (Nicotinamide Adenine Dinucledtido) también en 20
ml del amortiguador Tris HCl. Se mezclaron ambas soluciones vy
Se separaron 20 mnl para utilizarlos como control. El medio
experimental se prepard agregando a los 20 ml restantes de la
mezcla arriba descrita, 2 mg de la hormona esteroide
(dehidroepiandrosterona), previamente disuelta en 0.5 ml de
dimetilamina. Se incubaron a 37 ° C por una hora, lavadndose y
fijadndose en formalina neutra al 10%, a temperatura ambiente;
para definir mejor con esta reaccidén la estructura de la
gbénada, se utilizd ademds, la técnica inmunohistoquimica
para la deteccién de laminina; los cortes anteriores se
lavaron, realizdndose dos bloqueos de la peroxidasa enddgena, el
primero con metanol y agua oxigenada y el segundo con albfimina
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disuelta en PBS. Después se incubaron con el anticuerpo priﬁario
(laminina) por dos horas, nuevamente se lavaron
incub&ndose después con el anticuerpo secundario IgG biotinilado,
en albGimina, por una hora; se lavd y se incub6 nuevamente con el
anticuerpo conjugado AB en albGmina, se revelaron con
diaminobenzidina, lavéndose y montdndose finalmente en glicerol.

RADIOINMUNOANALISIS

Para cuantificar las hormonas esteroides en el suero
sanguineo, se obtuvo la sangre del cuello después de la
decapitacién. La sangre se colectd en tubos sin anticoagulante,
dejandose en refrigeracién (2-4° C) hasta la formacién del coédgulo
y posteriormente se centrifugdé a 900 xg/10 min. El volumen de suero
en C. acutus fué de 1.2~1.3 ml y en C. moreletii de 0.5-1.0 ml, se
guardd a -4° C, hasta el momento de la medicién de las hormonas.

En este trabajo se cuantificaron nueve hormonas esteroidogé-
nicas, por el método de radioinmunoandlisis en una misma muestra
biolégica. En tubos cbnicos de 50 ml con tapén esmerilado, se
agregaron aproximadamente 1000 cpm de cada uno de los esteroides
por cuantificar; al mismo tiempo se colocaron alicuotas iguales en
viales de conteo. Estos esteroides radiactivos sirveron como
referencia para cuantificar las pérdidas durante todo el proceso.
Posteriormente se afiadieron las alicuotas del suero de los
cocodrilos. Se realizé el proceso de extraccién, adicionando 10 ml
de tolueno y se agitron en un mezclador de vibracidén; se congelo la
fase acuosa en un bafio de hielo seco-acetona y la fase orgédnica,
que contenia a los esteroides "libres", fué separada y evaporada a
sequedad. A la fase acuosa se le agregd 20% de NaCl, se ajustd a pH
1 con acido clorhidrico y se realizé una segunda extraccién con
10 ml de acetato de etilo. La segunda fase acuosa se deseché y la
fase orgénica se incub6 a 37 °C durante 12 hrs, al término de las
cuales se evapord a sequedad. En la purificacién, los residuos se
transfirieron a cromatoplacas de silica-gel previamente desarro-
lladas en solucidn metandélica de EDTA 3mM y en éter etilico 100%.
En zonas paralelas se aplicé un microgramo (mg) de cada uno de los
esteroides por determinar, que sirvieron como punto de referencia.
Las cromatoplacas se desarrollron inicialmente en benceno 100%; una



vez secas, se pasaron a un sistema de benceno: acetato de etilo
1/8:2; finalmente y como en los casos anteriores, el frente del
solvente se llev$ hasta el borde superior de la cromatoplaca en el
sistema saturado de benceno:metanol 1/95:5.

Posteriormente, los esteroides de referencia se revelaron con
reactivos de Oértel (&cido sulfiGrico:etanol 1/2:1). Se marcaron las
zonas correspondientes a cada uno de los esteroides: 1.3 cm hacia
arriba y hacia abajo de su referencia. De cada una de estas dreas
se desprendio la silica-gel y se colecté en pipetas Pasteur
empacadas con fibra de vidrio. Los esteroides se eluyeron con una
solucién de éter etilico: metanol 1/9:5. Después de la elusién se
tomaron alicuotas para el andlisis y la recuperacién.

Para el anadlisis se construyd la curva tipo de cada esteroide,
que se prepara agregando por duplicado alicuotas de una solucién de
concentracién conocida con 0.25, 0.50, 1.0. 2.0, 4.0 y 250
nanogramos (ng), ademds de cuatro tubos de 0.0 ng. Tanto las
alicuotas de las curvas tipo como las correspondientes a la muestra
se evaporaron a sequedad en un horno a 40 °C y al vacio. Se
preparan soluciones de anticuerpo en concentracién de 1:1000 en una
solucidédn amortiguadora de fosfatos 0.25 M a pH 7.0, conteniendo
azida de sodio y gelatina, ambas al 1%; a estas soluciones se les
agregd el esteroide radiactivo correspondiente, en cantidad
suficiente para tener 5000 cpm en cada 500 ml de la solucibdn.

A cada uno de los tubos de las curvas tipo y de la muestra se
les agregaron 500 ml de la solucidn de anticuerpo y radiactividad
respectiva; posteriormente los tubos se agitaron e incubaron a 4°C
durante 36 hrs, al término de las cuales se agregaron 200 ml de una
suspensién de carbdn activado-dextran (0.25%-0.25% en la misma
solucidn amortiguadora) agitandolas y posteriormente se
centrifugaron a 1,500 g durante 15 minutos y a 4° C. El
sobrenadante se decant6é a viales de conteo, los que fueron
adicionados con solucién de centelleo (10 ml) y agitados,
determindndose la cantidad de radiactividad presente en ellos. Se
procedid en forma similar con las alicuotas de recuperacién, a las
cuales, previa evaporacidén del solvente, se les agregaron 5 ml de
la solucién de centelleo.



Después de calcular los porcentajes de unién de los puntos de
las curvas tipo, se expresaron grificamente en logaritmos, teniendo
en las ordenadas dichos porcentajes y en las abscisas la dosis; se
interpolaron los porcentajes obtenidos para las muestras y
posteriormente se corrigieron con la recuperacién de cada una de
ellas, conociéndose asi la masa total inicial.

Después de realizar el andlisis, se determind que 1los
parametros del control de calidad fueron aceptables, ya gue con los
sistemas de cromatografia empleados se obtuvo una elevada
especificidad; la sensibilidad, considerada como dosis minima
detectable fué de 5 pg/ml; los blancos fueron de 0.0 ng; en cuanto
a precisidén, en las diferentes dosis de la curva tipo se obtuvieron
coeficientes de variacién menores de 5%. La exactitud al tomarse
como la recuperacién de una cantidad conocida de masa fue superior
al 70%.

ANALISIS ESTADISTICOS

Para el anédlisis de los resultados obtenidos en la
cuantificacidn de hormonas esteroides en sueros por RIA, se
realizé, la prusba de "t" de student, que permitidé la comparacién
de productos finales (testosterona y estradiol), en relacidén a la
temperatura de incubacién, al sexo, en las especies estudiadas y un
andlisis de varianza (ANAVAS) para el grupo con tres temperaturas.
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RESULTADOS

SOBREVIVENCIA DEL EMBRION

En C. acutus a 30° C (n=12), a 32° € (n=10) y a 34° C (n=13)
y para C. moreletii a 30° C (n=10), a 32° C (n=10) y a 34° C
(n=10) , se obtubo un 96.22 % de sobrevivencia en promedio. Se
intentd la incubacién a 27-28° C (n=12) pero el desarrollo fue muy
lento y no se obtuvo eclosién.

DURACION DEL DESARROLLO EN FUNCION DE LA TEMPERATURA

El perfodo de incubacién del embridn es dependiente de 1la
temperatura. El efecto de la temperatura durante el desarrollo
estd indicado al comparar el total de dias de incubacién, a 1la
diferentes temperaturas, la relacién entre el tiempo total de
incubacién y la temperatura (cuadros 1 y 2).

En C. acutus el desarrollo embrionario es mis rdpido, si la
temperatura aumenta, a 30° C fué de 84 dias, a 32° C de 81 dias y
a 34° C de 76 dias. Para C. moreletii se observa el mismo efecto de
la temperatura en el desarrolleo, a 30° C fué de 94 dias, a 32° C de
86 dias y a 34° C de 80, dias siendo un poco méds largo gque para C.
acutus; a la eclosidn se obtuvo que el vitelo se absorve mejor a la
temperatura de 34° C, observdndose una completa invaginacién de la
vesicula vitelina y la cicatrizacién de la abertura abdominal,
para las dos especies.

Estos resultados nos muestran que a temperaturas de
incubacién elevadas el desarrollo se acelera y el tiempo de
incubacién disminuye.



PERIODO
TEMPERATURA DE
INCUBACION
34 °C 76
32 °C 81
30 °C 14 84

CUADRO 1. PERIODOS DE INCUBACION EN Crocodylus acutus.

PERIODO
TEMPERATURA N DE
INCUBACION
34 °C 80
32 °C 10 86
30 °C 10 94

CUADRO 2. PERIODOS DE INCUBACION EN Crocodylus moreletii.
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HISTOLOGIA

La morfogenesis gonadal de Crocodylus acutus, muestra en
embriones de 14 dias de incubacién correspondiente al estadio 4 de
desarrollo, presentan los primeros eventos de la morfogénesis de
la gbénada, la formacién de las crestas genitales, localizadas
paralelas al mesenterio intestinal en relacidn con el mesonefros y
los primordios de la glandula adrenal (fig. 1).

Histolégicamente las crestas genitales (a), presentan 1la
evaginacién del epitelio celémico en proliferacién y un actimulo de
células mesenquimatosas, por debajo de éste, a nivel ultraestruc-
tural se observa el grado de compactacién de este meséngquima (b),
asi como una similitud entre estas cé&lulas.

En embriones del estadio 23 y 24, con 50 y 55 dias de
incubacién, se observa la estructura de una gdnada indiferenciada
(fig.2), en donde el epitelio celdémico sigue siendo proliferativo,
presentando células germinales e interrupciones en la lamina basal
del epitelio, indicando la migracién de estas células. En el
mesénguima, se observan células germinales y la presencia de vasos
sanguineos (a). La interrelacién entre células geminales vy
estromaticas, se muestra en esta etapa, con la formacién de los
cordones medulares. En esta etapa se evidencia una diferenciacién
de las células del estroma, en relacién a su afinidad tintéria
(b), comienzan a relacionarse con las dgerminales constituyendo los
cordones medulares; en el establecimiento de &stos participa el
depbsito de lamina basal, fibras coldgenas y mecanismos de unidén
puntiforme entre las células epiteliales que estén formando los
cordones (c). Ademds se encontrd, la participacidédn del sistema
nervioso, con la presencia de cordones nerviosos en la godnada
indiferenciada (fig., 3).

En la etapa 26, 27 y 28, con 70, 76 y 81 dias de incubacién
respectivamente, se presenté la diferenciacién sexual de la gdénada,
mostrando la estructura histolégica de ovario o testiculo.

En la diferenciacién sexual del "testiculo (fig. 4), se
observa una tendencia a la compactacién y un incremento en la
vascularizacién rodeado por una cépsula de tejido conjuntivo (a).
En la regién medular, las células germinales y las estromatigcas se
asocian formando los cordones seminiferos (b), reconociéndose a



33

nivel ultraestructural las presertolli y las germinales en los
cordones, delimitados por una l&mina basal, y la presencia de
células interticiales entre los cordones (¢). El epitelio cortical
se reduce a una capa delgada de fibras de coldgena y fibroblastos
constituyendoc la cépsula, presentando algunas células germinales
aisladas en su interior (b).

cuando el ovario se diferencia sexualmente, presenta un mayor
volumen c¢on respecto al testicule (fig. 5). Se reconocen
claramente dos regiones: la cortical y la medular, separadas por
una lamina basal (a). Las células germinales migran hasta la regién
cortical constituyende un epitelic de varios estratos, con
abundantes células germinales, rodeadas por las células
prefoliculares (b). La regién medular, muestra vasos sanguineos,
algunas células germinales aisladas y grandes espacios '"regiones
lagunares", rodeadas por un epitelio cGbico, que va cambiando a
epitelio plano simple conforme la regién lagunar es de mayor
volumen, en loe cuales se pueden cbservar en su interior "productos
celulares" (c).



Fig. 1. Cresta genital (Etapa 4, 14 dias de incubacién, 32°C).
a. epitelio celémico (ec) y condensacidén del mesénguima
(m) X 60. b. Ultraestructura celular, mostrando
la compactacién de las cé&lulas mesenquimatosas (cm)
X1




Fig, 2., Gdénada indiferenciada (Etapa 23 y 25, 50 y 55 dias de
incubacién, 32°C). a. epitelio celdmico (ec) y mesénquima
(m) X 60. b. mesénquima y células germinales formando cordones
( * ) X60. c. presencia de limina basal (- ) rodeando los
cordones medulares. X 1950.



Fig. 3. Cordén nervioso en el interior de la génada indife-
renciada (N) de embribén de 55 dias de incubacién.
X 1950.



Fig. 4. Testiculo (Etapa 27 y 28, 76 y 81 dias de incubacién, 32°C).
a. cordones seminiferos (cs), cApsula (c) X 60.
b. células germinales (cg) en la cdpsula y vasos
sanguineos (vs) X 100, c. Ultraestructura de los
cordones seminiferos limina basal (-a ), células ger-
minales (cg) y células precursoras de sertoli (s) y
células precursoras de interticiales (ci) X 1950.



m\m i v@j-: Ea I M

i ' A

Ovario (Etapa 27 y 28, 76 y 81 dias de incubacidén, 32°C).
a. Regiones del ovario: corteza (Cz) y médula (M) X 20.
b. Corteza conteniendo células germinales X 60.

c. Ultraestructura de la regidén medular, con células
germinales (cg) y cordones medulares (cm). X 1950,
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DETERMINACION DEL BEXO

La relacién entre el sexc y la temperatura de incubacién bajo
condiciones constantes se representa en la cuadros 3 y 4.

Para C. acutus a 34° C se obtienen, 100 % hembras, a 32° C
machos y hembras en una relacién de 50 % para cada sexo y a 30° C,
100% hembras. Asi, la produccién de machos fue restringida en
un rango limitado de temperatura de > 34° C y < 32° C. En
contraste, las hembras se desarrollaron en las tres temperaturas
estudiadas.

TEMPERATURA N ~ 8EXO %

34 °C 100
32 °C 50/50
30 °C 1w | 9 100

CUADRO 8, PROPORCION DE SEXOS EN Crocodylus acutus
POR TEMPERATURA DE INCUBACION.
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En C. moreletii se obtuvieron a 34° C, 100 % machos, a
32° ¢, 100 % hembras y a 30° C 100 % hembras. La produccién de
machos fué restringida a la de temperatura de 34° C Yy para las
hembras en un rango mé&s amplio de 30 a 32° C.

La informacién obtenida indica que la influencia de 1la
temperatura sobre la determinacién del sexo es diferente en las

dos especies estudiadas.

TEMPERATURA |.

34 °C

382°C

so°c | 10 | @ | 100

CUADRO 4. PROPORCION DE SEXOS EN Crocodylus moreletii
POR TEMPERATURA DE INCUBAGION.
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HIBTOQUIHfCA E INMUNOHIBTOQUIMICA.

La actividad enzimitica de la a 5-3 B hidroxiesteroide
deshidrogenasa fué determinada por un precipitado denso, que es el
diformazan.

En la regién urogenital de organismos posteclosionados, esta
actividad- se observd unicamente en la gldndula adrenal (fig. 6).

Con el empleo de la técnica inmunohistoquimica para laminina,
se pudo observar mejor la estructura del testiculc (a), en donde se
evidencia la laminina, delimitando los cordones seminiferos. La
actividad positiva de la enzima a4 3B HSD, en los 10 complejos
urogenitales de machos examinados, fué en la gléndula adrenal.

Las hembras producidas a diferentes temperaturas, no
presentaron variacién en cuanto a la actividad de la a 3 B HSD,
siendo sélo positiva para la glandula adrenal, observandose la
presencia de la laminina delimitando la zona cortical de la medular
y rodeando las regiones medulares (b).

En el presente trabajo, no se encontraron diferencias
cualitativas significativas de la actividad de la enzima a 3B HSD,
tanto en testiculos, como en ovarios.



Fig. 6. Micrografia de luz, en la que se observa la reaccién
4 3 B hidroxiesteroide deshidrogenasa (3B HSD) en complejos
urogenitales. a. En machos, con reaccién positiva en la
glandula adrenal (GA), el testiculo (T) sin reaccién
X 20. b. En hembras, reaccién positiva en la gléndula
adrenal (GA) y sin reaccién en el ovario (OV). X 16.
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RADIOINMUNOANALISIE (RIA)

La cuantificacién sérica de hormonas esteroides sexuales
(HES), en organismos posteclosionados de 1las dos especies
estudiadas, se determinaron por medio de RIA y
presentandose como concentraciones en pg/ml; los resultados se
muestran en el anexo 1 y 2 y los andlisis estadisticos en el anexo
3.

En C. acutus, las concentracitnes séricas de HES se muestran
en la grafica 1, encontrdndose diferencias significativas, entre
los incubados a las temperaturas de 30 y 34° C, para androsterona
(t= 5.08, gl 22, p < 0.05), testosterona ( t= 2.43, gl 22 , p <
0.05) y estradiol (t= 2.36, gl 22, p < 0.05), observandose un
incremento a la temperatura mas alta (34° C).

Para C. moreletii, los niveles de HES, presentados en la
grdfica 2, muestran diferencias significativas, a las tres
temperaturas 30, 32 y 34° C, para pregnenolona [F(2,25)=315.95, p
< 0.05], androsterona [F(2,25)=7.41, p < 0.05],testosterocna
[F(2,25)=136.84, p < 0.05] y estradiol [F(2,25)=468.80, p < 0.05],
existiendo un incremento a mayor temperatura en la mayoria de las
hormonas.

Se observaron diferencias entre las especies, en los niveles
depregnenolona,androsterona,testosterona,dehidroepiandrosterona
y estradiol.

En C. moreletii, a 30, 32 y 34° C, se puede ver el efecto de
la temperatura de incubacidn, para estradiol y testosterona, en la
grafica 3.

Comparando los productos finales estradiol y testosterona, en
ambas especies, a diferentes temperaturas, tenemos que, existen
diferencias cuantitativas entre hembras y machos, para el estradiol
[F(4,48)=555.18, p < 0.05] y testosterona [F(4,48)=115.26,

P < 0.05], como se muestra en la grafica 4, encontrandose los
niveles mas altos para los machos.
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Gréfica 1: RIA (CONCENTRACION DE HES
EN SUERO) EN Cracodylus
acutus.

Grafica 2: RIA (CONCENTRACION DE HES
EN SUERO) EN Crocodylus
moreletii.
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DISCUBION

El presente estudio demuestra que la temperatura de incubacién
afecta tanto la sobrevivencia del embridn, como la duracidn del
desarrollo in ovo de C. acutus y C. moreletii. Asi, sblo se
completé el desarrollc de los embriones a temperaturas
congstantes de 30, 32 y 34° C.

Este rango de temperatura coincide con las registradas para
otras especies, en las gque también se encontré una alta
sobrevivencia de embriones, como en Alligator mississippiensis
entre 28 y 34° C (Ferguson and Joanen, 1983; Demming y Ferguson,
1989); en caiman crocodilus, entre 28 y 33° C, en Crocodylus
palustris (Lang, J. W., 1989) y Crocodylus johnstoni, entre 29 y
33° C (Webb et al., 1983; Webb y Smith, 1984; Webb et al.,
1987) en Crocodylus niloticus, entre 28 y 34 °C (Hutton,
1987); para Crocodylus porosus, entre 29 y 33 °C (Webb et al.,
1987; Webb, 1989), y para Crocodylus siamensis, entre 28 y 33° C
(Lang, 1987).

El desarrollo del embrién de C. acutus y C. moreletii, como
en otras especies estudiadas, se acelera cuando la temperatura de
incubacién se aumenta dentro de un intervalo viable. En
general, la temperatura de incubacién afecta el intervalo de
diferenciacién y crecimiento del emnbrion en estas especies de
cocodrilos, de manera similar a los efectos de temperatura
observados para C. johnstoni, C. porosus, (Webb et al., 1987) y
C. palustris (Lang, 1989). En desarrollo embrionario en Crocodylus
acutus, fué de 84 dias a 30° C, 81 dias a 32° C y 76 dias a 34° C
y en C. moreletii, de 94 dias a 30° C, 86 dias a 32° C y de 80 dias
a 34° C, siendo mds largo en C. moreletii. Por lo tanto, la
temperatura de incubacién es uno de los determinantes el
principales del tiempo de desarrolloc del embridén en las especies
aqui estudiadas.

En el presente trabajo se encontrd que la morfogénesis gonadal
de Crocodylus acutus concuerda en dgeneral con la descripcién
Ferguson (1985) de la gonadogénesis en Alligator mississippiensis.
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Durante la morfogénesis gonadal de Crocodylus acutus, en 1la
etapa de cresta genital y génada indiferenciada, se observé el
mismo patrén general descrito para otros reptiles, tanto a nivel
histolégico (Ferguson, 1985; Demming, 1988; Joss, 1989), como a
nivel ultraestructural (Merchant-Larios, 1989).

La diferenciacién sexual gonadal en testiculo, mostro que
es igual a la estructura descrita para otros reptiles, y la
compactacién de los cordones sexuales, exhibié una disminucién de
tamafio como lo observa Joss (1989). De manera que el tamafio del

testiculo es considerablemente menor que el del ovario. Ademés se
pudieron identificar, claramente en el testiculo, los tipos
celulares que lo constituyen: en los cordones medulares las células
germinales y las células precursoras de Sertoli; en el tejido
intersticial, fribroblastos y precursoras de Leydig y numerosos
vasos sanguineos. Asimismo, el testiculo mostré una cépsula de
tejido conjuntivo, con predominancia de fibras coldgenas y algunas
células germinales aisladas.

La estructura del ovario presenta diferencias respecto a lo
registrado en otras especies. Particularmente para la regién de la
médula, la cual se ha descrito como una estructura compacta
(Ferguson, 1985; Demming y Ferguson, 1988; Joss, 1989), e
inclusive se ha descrito que posee caracteristicas de una gdnada
indiferenciada. En nuestro estudio encontramos que, presenta una
estructura de ovario bien definida, diferenciidndose dos regiones,
la cortical, con un incremento en células germinales en intima
asociacidén con las precursoras de las células foliculares y en la
regién medular con "“regiones lagunares" constituidas por
espacios que van aumentando de tamafio y modificando su epitelio de
clibico a plano simple conforme se desarrolla la génada.

En las especies de cocodrilos estudiados hasta la fecha, la
temperatura de incubacién tiene un efecto directo sobre la
determinacidn del sexo, pero 1la respuesta a 1la temperatura es
diferente (Dovrnon, 1990).

En el presente estudio se encontrd que el sexo en C. acutus,
se determina por la temperatura de incubacién. En el
laboratorio, fueron incubados huevos fértiles en las primeras
etapas de desarrollo a temperaturas constantes de 30, 32 y 34° C,
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obteniéndose 100 % hembras a 30 y 32° Cy una proporcién de 50 a
50 % tanto de machos como hembras a 32 ¢ C.

En relacién a la proporcién de sexos obtenidos en C, acutus,
podemos decir que la respuesta a la temperatura de incubacién se
asemeja a la descrita para C. johstoni (Webb y Smith, 1984) en
donde las hembras se obtuvieron a todas las temperaturas de
incubacién y el rango para producir machos fué reducido, ya que
a 32° C se obtuvieron solamente el 50%. Sin embargo, gqueda por
hacer otra incubacién a una temperatura intermedia, para comprobar
si hay mayor proporcion de machos a esta temperatura intermedia 6
si es mas restringido este intervalo.

En esta investigacién se encontrd que para C. moreletii el
sexo se determina también por la temperatura de incubacién. Se
incubaron huevos fértiles, recién puestos, a temperaturas
constantes de 30, 32 y 34° C y la proporcién de sexos obtenida fué
de, 100% machos a 34° C y de 100 % hembras a 30 y 32° C. De manera
gue en esta especie, existe una notable semejanza con el
mecanismo de respuesta a la temperatura de incubacién, descrita por
Ferguson y Joanen (1982), para A. mississippiensis en donde el
100% son machos a 34° C y por debajo de esta temperatura se
producen hembras en distintas proporciones. Cabe mencionar gque
una respuesta similar en estas temperaturas se ha descrito en C.
niloticus, C. siamensis, Caiman crocodylus (Deeming and
Ferguson,; 1988) y C. palustris (Lang, 1989).

Las diferencias en 1la respuesta a las temperaturas de
incubacién, pueden estar correlacionadas con los hébitos de
anidacién. En C. acutus el tipo de nido gue construye es un hoyo 6
monticulo de suelo (Thorbjarnarson, 1989) y para C. moreletii el
tipo de nido es en monticulo de vegetacién (Casas-Andreu, 1986).
Lang (1989) hizo una comparacién entre patrones de anidacién en
C. palustris, y C. niloticus, mencionando que puede haber alguna
correlacién entre los patrones de anidacién y la respuesta de
determinacién del sexo en estas especies, pero dque para
asegurarlo, habria gque realizar trabajos de ecologia de nidos.

Desafortunadamente no hay datos relacionados con la proporcidn
sexual en nidos naturales de C. acutus y C. moreletii, por 1lp que
no es posible establecer si la estrategia de respuesta a la
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temperatura de incubacién, tendria implicaciones ecolégicas
generadas por la misma especie. Sin embargo, se ha citado que en C.
palustris (Lang, 1989) hay mayor  proporcién de hembras en
condiciones naturales. En otras especlies se encontré que hay una
proporciétn de sexos balanceada (aproximadamente 50% de cada sexo)
en poblaciones de A. mississipplensis (Ferguson y Joanen,
1983), de (. johnstonli (Webb y B8mith, 1984) y . niloticus
(Hutton, 1987).

Es importante poder conocer la actividad esteroldogénica de
las génadas, en relacién con una de las hipé6tesis sobre 1los
macanismos de DST, que establece cuales son los efectos de las
hormonas esteroides en la diferenclacién gonadal (Gutzke, 1987;
Crews and Bull, 1987; Crews et al., 1988). En experimentos de
cambio de una temperatura a otra, en anfibios y reptiles, se
sugiere un efecto-dosis de la temperatura, con la produccién de una
sustancia (6 sustancias) ya sea feminizantes o masculinizantes por
arriba, o por abajo, de cierto umbral, en el que las hormonas
esterolides podrian ser esas sustancias. De manera que el sexo
gonadal podria determinarse por los niveles de andr6genos o
estrbégenos en la génada (Bogart, 1987). Estos niveles, a su vez,
estarian regulados por el complejo enzimatico que convierte la
testosterona en estrbégenos, Existen ademds otros estudios que
proveen datos para apoyar esta hipétesis, como la aplicacién de
estré6genos exégenos (y en alqunos casos andrdgenos), causando una
feminizacién parcial o completa en muchas especies con DST, cuando
son administrados en el periédo sensible de la diferenciacién
gonadal (Gutzke and Bull, 1986; Bull, Gutzke and Crews, 1988; Crews
and Bull, 1987; Crews et al., 1989; Pleau et al., 1989).

Para evidenciar 1la capacidad de las gonadas y ©rganos
adyacentes (mesonefros y adrenales) para biosintetizar hormonas
esteroldes sexualeas (HES), después de su diferenciacién, en forma
indirecta se han utilizado las técnicas histoquimicas.

Una de las enzimas que m&s se han estudiado es 1la a 3B
hidroxiesteroilde deshidrogenasa ( a 3 B HSD). La actividad de
ésta enzima se determina através de un proceso de oxido-reduccién,
el cual es dependiente del Nicotinamide Adenine Dinucledtido (NAD)
en su forma oxldada. El1 resultado de esta reaccién es un



precipitado morado insoluble llamado "formaz&an", cuyo depésito
nos permite localizar el tejido esteroidogénico. Esta técnica
proporciona informacién de tipo cualitativo, de tal manera que, la
reacci6én enzimdtica puede ser clasificada como positiva si hay
deteccién del precipitado y permite identificar in situ el tejido
que lo presente.

En el caso particular de reptiles con determinacién del sexo
dependiente de la temperatura, la actividad enzimatica de la a 3 B
HSD, ha sido determinada en embriones de Emys orbicularis, en
los gque muchos andrégenos se encontraron a més altas
concentraciones en testiculo, que en ovario y con intensa
actividad de la a4 3 B HSD (Pieau, et al., 1982). Joss
(1989), hizo una observacién similar para A,
mississippiensis; en este estudio 1los resultados no denotan
actividad esteroidogénica en la génada, en contraste con lo
registrado por Joss, sin embargo, esta actividad es muy positiva en
la glandula adrenal, de igual forma a lo citado por Merchant-Larios
et al., (1989), para Lepidochelys olivacea. Las evidencias
mencionadas sugieren que: la diferenciacidén sexual gonadal se da,
al regularse el metabolismo de andrdgenos y/o estrogénos en E.
orbicularis y en el <caso del A. mississippiensis , aunque
se seflala la reaccidn positiva de la a 3 B HSD en génada, no se
presenta evidencia morfolégica de la reaccién; para C. acutus
y C. moreletii, aqui estudiadas, asi como para L. olivacea, la
regulacién metabélica de HES, parece darse mediante la gléndula
adrenal.

En relacién con la cuantificacidén de los niveles de hormonas
esteroides sexuales en suero de los cocodrilos, resulta dificil
hacer una comparacifén, ya que no existen trabajos hasta ahora en
otras especies de cocodrilos. Nuestros resultados coinciden con
los obtenidos por Pieau y col. (1982) en Emys orbicularis: las
concentraciones de testosterona en machos son mis altas, con
respecto a las hembras. Sin embargo, 'para L. olivacea, en el
momento de la eclosidén, no hay diferencias en relacién a los
niveles de estrégenos y andrégenos en suero (Salame, 1992), por lo
tanto los resultados aqui presentados coinciden con lo planteado
por Bogart (1987), quien registrd bajos niveles de estrégenos
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endégenos en hembras y altos niveles en machos.

En L. olivacea la diferenciacién del ovario ocurre antes que
la del testiculo, (Merchant-Larios y col., 1989), pero en estos
organismos la diferenciacién de hembras es a temperaturas altas, lo
que sugiere que el metabolismo de HES se incrementa en funcién de
la temperatura y no en relacién con la diferenciacién del sexo. En
C. moreletii 1la diferenciacién de machos (que es donde se
obtuvieron los niveles m&s altos de estradiol y testostercna) se
encontrd que a temperaturas altas (34° C), por lo dgque las
diferencias en los niveles de HES, podrian ser interpretadas en
términos de un metabolismo diferencial de HES, en funcién del sexo
y la temperatura de incubaciédn.

Desde un punto de vista filogenético al comparar C. acutus y
C. moreletii, existe cierto conflictoc en cuanto a criterios
taxonémicos tradicionales y técnicas actuales, como los estudios de
citogenética realizados por Cohen, (1970), dque establece 1la
similitud entre estas especies, por presentar el mismo nGmero
cromosémico 2N= 32 y la distribucién de cromosomas metacéntricos
iguales, existiendo solo diferencias en cuanto al nimero
submetacéntrico y telocéntrico. Desde el puntc de vista molecular
Desmore (1989), analizo la divergencia de proteinas Yy
endonucleasas de restriccién en DNA mitocondrjal y ribosomal
sefialando gque C. acutus y C. moreletii, provienen de ‘una
misma linea y que posiblemente se presentéd la separacién de
estas especies en épocas relativamente recientes.

Algunos autores consideran, que los criterios ontogenéticos
tampbién son importantes para ver semejanzas o diferencias entre
especies. Por lo tanto, en este trabajo al hacer una comparacidn,
de manera indirecta, entre C. acutus y C. moreletili con relacién
al periodo embrionario, la respuesta de determinacién del sexo por
efecto de la temperatura de incubacién y el comportamiento de los
niveles de hormonas esteroides sexuales, bajo las nismas
condiciones, se encontrd que también existen diferencias entre las
dos especies, lo que daria apoyo a losg resultados de Desmore
(1989).
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VI. CONCLUSIONES

I. En C. acutus y C. moreletii la determinacidn del sexo es
por efecto de la temperatura de incubacién.

II. La respuesta a la diferenciacién sexual gonadal por efecto
de la temperatura de incubacién varia en 1las dos especies
estudiadas: en C. acutus se producen hembras a todas las
temperaturas de incubacién, presentando una reduccién extrema
del intervalo de temperatura para la diferenciacién de machos.
Para C. moreletii, a temperaturas altas (34° C), se producen
100 % machos, a 32 y 30° C, se producen hembras, habiéndo un
rango de temperatura mayor para producir machos, que en C. acutus.

III. En Crocodylus acutus durante la morfogénesis gonadal la
diferenciacidn de ovario & testiculo es tardia a partir del estadio
27 (clave de Ferguson, 1985) y la estructura histoldgica del ovario
presenta diferencias con respecto a lo descrito por otros
autores,esto es, una corteza constituida de un epitelio
engrosado en donde hay predominacia de células germinales,
rodeadas por algunas células precursoras de foliculares, y en la
regién de la médula presenta grandes "regiones lagunares"
recubiertas de epitelic simple cdbico y plano simple en los
espacios mayores.

IV. Los niveles séricos de las hormonas esteroides sexuales
(HES) , mostraron diferencias cualitativas, entre hembras y machos.
Sin embargo, la temperatura regula los niveles de androsterona,
testosterona y estradiol. Asimismo, existen diferencias en 1los
niveles de algunas HES, entre C. acutus y C. moreletii.

V. La actividad esteroidogénica del complejo urogenital, fué
detectado solamente en la glandula adrenal, por lo que pareceria
que la gbénada no estd interviniendo directamente en el metabolismo
de hormonas esteroides sexuales. Sin embargo, no hay que excluir
la posibilidad de que 1la génada posea aromatasas, para la
transformacién de andrégenos en estrdgenos.

VI. Adem&s la presencia de nervios en la gdnada
indiferenciada, sugiere la participacién del sistema nervioso

sobre la diferenciacidén gonadal.
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34 9214 10 59.43 38.54 2954 214 39 1458 1711
34 9154 i 8021 40.11 2613 22.568 42 16.39 179.4
a4 9031 12 62,73 36.41 26,18 2481 46 17.41 1768
34 21,58 14 59.18 38.8 23.48 2031 45 165 1724
34 9031 i3 60.36 37.81 2539 23.8 39 14.31 1754
34 93.4 18 57.31 39.39 26.8 214 41 16.4 173.4
X 9253 12.3 80.08 38.89 26.22 2e.7 37 1679 | 17462 |
§ 2.33 2.8 1.73 1.58 1.68 1.6 8 1 317

Anexo 1. Concentracién de HES (pg/ml) en suero de

Crocedylus acutus.
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PROG OHPROG ANDROS TESTOS DHEA CORTIO0S
C
30 89.54 12 53.21 31,683 18.73 15.58 24 12.51 181.38
30 7 10 58.63 36.12 152 27.31 28 10.36 175.15
30 70.12 18 54.28 48.57 21.56 20.08 31 11.51 180.7
30 8295 8 49.78 32.82 1991 17.31 29 941 177.2
30 568.31 9 51.15 35.18 23.15 13.51 27 123 173.8
a0 738 10 878 30.28 20.56 18.12 25 11.51 182.1
30 89.16 7 58.7 37.54 3117 14.31 29 13 180.4
30 81,73 9 55,61 38.15 19.81 258 22 123 177.2
30 90.18 10 55.81 37.19 20.5 25.81 21 12.45 177.3
a0 68,41 7 47.8 404 248 13.51 29 113 170.9 |
X 714 9.5 53.92 36,12 218 18.26 283 118 17786
) 9.53 28 3.52 47 3.76 542 3.34 1.12 3.6
32 98.68 125 51.84 3754 17.31 26.84 222 43.68 176.1
32 90.15 16.2 5438 36.08 18.68 28.58 18 4248 181.4
32 968.54 10.4 49.54 315 148 298 20.3 43.7 1741
32 98.45 8.8 587 30.68 16,71 25.568 222 55.81 177.8
32 108.19 18.1 58.48 4154 15.86 2854 203 49.58 184.5
32 10532 133 60.31 4348 18.5¢ 27.36 198 50.31 186.4
32 98.14 142 50.98 39.68 18.8 30.84 175 47.8 179.4
32 90.368 9.5 62.14 40.38 15.34 27.51 18 48.5 1734
|32 89.7 78 68.94 38.64 17.48 28.13 20.3 5731 170.8
32 98,568 133 55268 40,66 20.18 28.13 15,6 8.4 17563
32 99.37 16.8 53.6 38.81 198 a0.31 18 49.51 178.2
X 97.08 12.1 854 379 1718 28.28 18.96 48,59 1
s 591 3 5 4 1.87 1.65 2.25 3.89 4.77
34 181,38 73 56,11 417 2041 £5.12 213 70.54 1737
34 175.15 55 53.24 3554 19.18 47.58 18.1 92.8 181.2
34 191.18 12 50.15 40,13 22.14 51.73 158 77.89 170.8
34 185.12 6.8 58.71 37.78 17.73 48.42 12.5 7618 183.2
34 160.15 9.7 61,12 34.42 18.19 49.31 222 78.71 180.7
34 180.23 11.1 48.15 30.54 16.51 4722 18 81.15 177.2
34 173.7 8.2 51.12 3587 13.2 45.73 18 80.8 175.8
X 176 8.34 53.9 34.97 17.81 47.82 17.38 78.98 177.4
S 1039 239 474 4.31 2.97 2.23 3.36 8.89 4.49

Anexo 2: Concentracién de HES (pg/ml), en suero de
Crocodylus moreletii.
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ANEXO 3
RESULTADOS DE ANALISIS ESADISTICO

PRUEBA DE "t" STUDENT DE RIA DE C. acutus a 30° C y 34° C,

gl 22 p < 0.05

ANDOSTERONA t= 5.08926
TESTOSTERONA t= 2.43787
ESTRADIOL t= 2.36035
PRUEBA DE ANALISIS DE VARIANZA (ANAVA) RANGOS (TUKEY)
gl (2,25) p < 0.05 30° Q¢ =1, 32° C =2

32° ¢ = 3,
EN Ccrocodylus moreletii a 30° , 32° 1y 34° C,

PREGNENOLONA F= 315.95 1=2=3
ANDOSTERONA F= 7.415 1=3 1 =2=3
TESTOSTERONA F= 136.84 1=2=3
ESTRADIOL F= 468.80 1=2=3

PRUEBA DE ANALISIS DE VARIANZA (ANAVA), RIA EN PRODUCTOS FINALES.
gl (4,48) p < 0.0001) RANGOS (TUKEY)

n
I
1]
w»

ESTRADIOL F= 555.18 1,2
TESTOSTERONA = 115.26 1,2=3=4=°5
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