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RESUMEN 

En los vertebrados, existen dos mecanismos principales que conducen a la 
determinación y diferenciación del sexo. En el primero de ellos, el sexo se determina por 
factores genéticos durante la fecundación. En el segundo mecanismo son los factores 
ambientales los que modulan la determinación sexual. Este último, se presenta en algunas 
especies de reptiles, en los cuáles la temperatura de incubación es el principal factor que 
regula la determinación del sexo. Se han propuesto dos hipótesis para entender como la 
temperatura dirige la determinación y/o diferenciación sexual. La primera supone la 
existencia de un termosensor intrínseco en la gónada indiferenciada que promueve, a 
través de una cascada de señales, la determinación del sexo, que depende de la 
temperatura de incubación del embrión. La segunda hipótesis propone la existencia de un 
termosensor externo a la gónada, probablemente ubicado en el sistema nervioso, que 
promueve la determinación y/o diferenciación sexual a través de liberar directamente en 
el parénquima gonadal sustancias neuroactivas. Ambas hipótesis no son mutuamente 
excluyentes. 

En el presente trabajo illlClamos la evaluación de la posible participación del 
sistema nervioso en los procesos que conducen a la determinación y/o difer'!nciación 
sexual gonadal dependiente de temperatura, utilizando como modelo animal la tOltuga 
marina Lepidoche/ys olivacea. Empleando técnicas de histología ciásica, 
inmunocitoquímica, así como trazadores de vías neurales con ayuda de microscopía de 
luz y confoca!. 

Nuestros resultados muestran que la médula espinal de los embriones se encuentra 
estructuralmente madura para enviar o recibir señales sensoriales al término del periodo 
crítico en que se lleva a cabo la determinación sexual. En apoyo a esto, existen fibras 
nerviosas, al parecer colinérgicas, que penetran a la gónada desde el inicio del periodo de 
determinación sexual gonadal. Así mismo, se observaron terminales nerviosas marcadas 
con el anticuerpo para la proteína integral de vesículas sinápticas conocida cemo 
sinaptofisina. También se observó material inmunoreactivo para factor de crecimiento 
neural (NGF), en células del parénquima gonadal. Este factor es quimioatrayente y 
favorece la sobrevivencia de neuronas colinérgicas y adrenérgicas periféricas. 
Finalmente, se demostró, que los embriones, en la etapa 28 del estadio embrionario 
responden a estímulos de temperatura cuando se utiliza como marcador de actividad 
neuralla expresión de C-foso 

Los resultados del presente trabajo sugieren que el sistema nervioso participa en 
los mecanismos que regulan la determinación y/o diferenciación sexual gonadal regulada 
por temperatura en reptiles como la tortuga marina Lepidoche/ys olivacea. 
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Introducción 

La diferenciación sexual, en los vertebrados, es el evento de desarrollo a través 

del cual se adquieren las características anatómicas y funcionales propias de cada sexo. 

En términos generales, la diferenciación sexual sucede en dos etapas que comprenden, en 

primer término, la adquisición de los caracteres histológicos y fisiológicos de los 

testículos y los ovarios (diferenciación sexual ganada!), y en segundo, la adquisición de 

los caracteres sexuales en el resto del cuerpo (diferenciación sexual fenotípica). En este 

esquema, la adquisición de un fenotipo sexual adecuado depende de la diferenciación 

sexual gonadal, donde las hormonas producidas por ¡as gónadas son las responsables de 

consolidar el sexo fenotípico (Jost, 1953; Crews, 1994). 

En las últimas décarlas se han dedicado grandes esfuerLOs para entender los 

mecanismos celulares y moleculares que conducen a la diferenciación histofisiológica de 

las gónadas. En términos generales, se sabe que en algunas especies de vertebrados, 

existen cascadas genéticas que transfieren información a la gónada indiferenciada para 

transformarse en testículo u ovario. En otras especies, sin embargo, dicha información 

genética parece jugar un papel menor, ya que la proclividad de los individuos para 

adquirir detelminado sexo gonadal es aparentemente inducida por factores epigéneticos 

(factores ambientales), como la temperatura (Bull, 1980, Lance, 1997). 

Aunque el conocimiento de las interacciones entTe los factores moleculares, 

celulares y ambientales que conducen a la diferenciación gonadal es cada vez mayor, 

existe una multiplicidad de detalles sobre los mecanismos que aún se desconocen. Para el 

caso de aquellos organismos cuya diferenciación gonadal depende significativamente de 

factores ambientales, no se conoce con claridad los mecanismos a través de los cuales las 

gónadas en desarrollo responden a los cambios de las condiciones físicas del ambiente 

(Bull et al., 1988; Crews et al., 1994). 
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Un modelo experimental adecuado para abordar éste problema científico, lo 

constituye la regulación de la diferenciación sexual gonadal por temperatura (DST). Este 

proceso se puede observar en algunos embriones de repti 1 cuyas gónadas se comprometen 

a adquirir las características histofisiológicas gonadales específicas de cada sexo, 

dependiendo de la temperatura a la que los huevos son incubados. Así por ejemplo, en 

embriones de algunas especies de tortuga marina, temperaturas de incubación que oscilan 

por encima de los 30°C pueden conducir al desarrollo de ovarios, mientras que aquellas 

temperaturas que oscilan alrededor de los 26°C promueven la diferenciación testicular. El 

efecto opuesto se observa en embriones de cocodrilo, en los cuales las temperaturas altas 

de incubación inducen la diferenciación testicular, y las temperaturas bajas resultan en 

diferenciación ovárica (Merchant et al., 1989; Lance and Bogart, 1994; Pieau et al., 

1994). 

Hasta el momento, y en términos muy generales, la idea dominante en el área de 

investigación que compete al presente trabajo, es que las gónadas poseen un 

"termosensor" que es capaz de distinguir entre las temperaturas de incubación 

feminizantes o masculinizantes. Una vez hecha esta distinción, dicho termosensor propio 

activaría/inhibiría una cascada de mensajes intracelulares, en correspondencia con la 

temperatura de incubación, que culminaría con la producción local de hormonas sexuales 

femeninas o masculinas. Es la presencia de dichas hormonas en el parénquima 

comprometido de la gónada jo que consolidaría la diferenciación sexual gonadal en las 

especies termosensibles (Merchant-Larios et al., 1989; Spotila et al., 1994; Merchant­

Laríos et al., 1997; Lance, 1997). 

No obstante la gran aceptación que tiene este mecanismo en el ámbito científico, 

la naturaleza del termosensor gonadal dista de ser clara. Se ha propuesto la existencia de 

genes responsivos a temperatura. Hasta el momento, sin embargo, no se ha mostrado de 

manera clara la existencia de un promotor genético activudo/iiiactivauo por cambios en la 

temperatura de incubación en el parénquima gonadal (Spotila et al., 1994; Pir:au el al., 

1994). 



4 

En los vertebrados la temperatura corporal y los ajustes de ella son regulados por 

el sistema nervioso, otra posibilidad es que la gónada posea inervación sensorial durante 

las etapas de indiferenciación, que le permitan monitorear los cambios de la temperatura 

de incubación. Dicha inervación podría ser el origen de un asa de regulación neural o 

neuroendocrina que condujera a los cambios hormonales requeridos para la consolidación 

del proceso de diferenciación gonadal en las especies cuya diferenciación sexual es 

sensible a la temperatura. En apoyo a esta posibilidad, existe evidencia de la presencia de 

fibras nerviosas en estadios tempranos de desarrollo en gónadas embrionarias de la 

tortuga marina Lepidochelys olivacea. (Merchant-Larios et al., 1989; Merchant-LarÍos H. 

and Villalpando 1., 1990; Gutierrez-Ospina et al., 1999). Además, se han documentado 

acciones tróficas de los nervios periféricos sobre la morfología y función ovárica y 

testicular (Burden et al., 1981; Burden et al., 1983; GerendaL 1988). Finalmente, existe 

evidencia de que el sistema nervioso central modifica 'u metabolismo oxidativo y 

capacidad de producción esteroidogénica (testosterona y estradiol), en embriones de 

reptil incubados a distintas temperaturas (Crews, 1996; Coomber et al., 1997; Godwin 

and Crews, 1997; Salame-Méndez et al., 1998). 

Justificación 

Esta tesis represl!nta el inicio de una línea de investigación que pretende 

establecer si el sistema nervioso central paliicipa en la diferenciación sexual gonadal en 

embriones de la tortuga marina Lepidochelys olivacea. Así, en los pán'afos que siguen, 

describimos la información general que consideramos pertinente para dar contexto al 

trabajo realizado. 



Antecedentes 

La reproducción es una de las funciones vitales de los organismos que habitan 

nuestro planeta. El objetivo esencial de esta función parece ser el de permitir la 

continuidad y permanencia fisica de las especies a lo largo del tiempo, mediante la 

transferencia de información genética necesaria para incrementar las posibilidades de 

variación, adaptación y supervivencia de la especie, entre generaciones de individuos 

(Billett et al., 1985; Hafez, 1998). 

A lo largo de la historia de la vida, se desarrollaron dos principales sistemas de 

reproducción. El primero de ellos, conocido como asexual, requiere de la existencia de 

organismos auto-replic>!tivos, que transfieren la totalidad de la información necesaria 

para ia sobrevivencia de la especie a su progenie de manera directa. El segundo sistema 

conocido como sexual, requiere de la presencia de dos morfotipos sexuales diferentes de 

organismos de una misma especie (dimorfismo sexual). En este sistema, es necesario el 

intercambio de información genética entre los morfotipos para mejorar la viabilidad de la 

progenie. Si bien ambos sistemas de reproducción se observan en organismos simples 

unicelulares, los sistemas de reproducción sexual se asocian a la evolución de organismos 

pluricelulares complejos que están constituidos por poblaciones celulares perfectamente 

diferenciadas y especializadas para la realización de funciones particulares. Es interesante 

hacer notar que la pluricelularidad y compartamentalización o especificidad funcional 

parecen relacionarse, por un lado, con la imposibilidad de auto-replicarse (aunque ver 

partenogénesis en Mecanismos de diferenciación sexual gonadal en los vertebrados), y 

por otro, con el desarrollo exagerado de las diferencias fisicas y funcionales de los 

morfotipos de los individuos de la- especie destinados a reproducirse sexuaJmente. 

Además, la aparición de los morfotipos sexuales se acompañó del desarrollo de gametos 

(ovocitos y espermatozoides) y de los órganos responsables de su producción, las 

gónadas (ovarios y testículos) (Hafez, 1998). 
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De esta forma, parece que la pluricelularidad, la especialización funcional celular, 

la incapacidad de autoreplicación, y el desarrollo de morfotipos sexuales se asociaron, en 

un momento evolutivo, a la necesidad de intercambiar información, a través de los 

gametos en un sistema de reproducción sexual, entre los morfa tipos de la especie para 

poder dar origen a progenie viable y mejor adaptada. Así, es en la generación de 

morfotipos sexuales como mecanismo adaptativo de los organismos pluricelulares a su 

medio, en donde los eventos celulares y moleculares que conducen a la diferenciación de 

las gónadas y gametos, tienen la mayor importancia. No debemos olvidar que la 

reproducción sexual, y el intercambio y transferencia de información asociada a ella, 

entre individuos de la misma especie con morfotipos sexuales distintivos, han facilitado 

la diversificación fenotípica a lo largo de la evolución, hecho que incrementa las 

posibilidades de adaptación, sobrevivencia, permanencia y continuidad de generaciones 

de organismos en el medio ambiente (Crews, 1996; Hafc:z, 1998). 

Mecanismos de diferenciación sexual gonadal en los vertebrados. 

Estudios realizados por distintos grupos han mostrado la diversidad de los 

mecanismos que conducen a la determinación y/o diferenciación sexual gonadal en los 

vertebrados (Bull, 1980; Bu!! et al., 1988; Crews, 1994; Pieau et al., 1982). En uno de 

estos mecanismos,' los procesos celulares que conducen a la diferenciación gonadal 

dependen principalmente de la presencia y la expresión de factores genéticos localizados 

en cromosomas sexuales heteromórficos. Así, el sexo gonadal está determinado al 

momento de la fertilización. Por ejemplo, en mamíferos placentados, el desarrollo 

testicular es promovido por la acción del producto de un gen localizado en el brazo corto 

del cromosoma Y (SRY en humanos, Sry en el ratón). En ausencia de este gen, se 

desarrolla una gónada con características histofisiológicas de ovario (Koopman et al., 

1991). El mecanismo genético de diferenciación sexual, no es privativo de los mamíferos, 

también se han documentado cromosomas sexuales heteromórficos en diferentes especies 

como son aves, antibios y algunos reptiles como las serpientes (Bull, 1980; Lance, 

1997). 
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Un ejemplo que ilustra la diversidad de los mecanismos de diferenciación sexual 

gonadal lo constituye la llamada diferenciación sociosexual observada en el pez Anthias 

squamipinnis. Estos organismos son constitutivamente hermafroditaS, es decir poseen 

tanto gónadas masculinas como femeninas. La decisión del cambio para hembra o macho 

depende de la relación poblacional de los morfotipos sexuales femenino y masculino en 

un momento y espacio dados. Una vez definido el sexo de un individuo, sin embargo, 

éste puede revertirse incluso en etapas de madurez sexual con el objetivo aparente de 

estabilizar la relación poblacional entre machos y hembras, en caso de que la población 

así lo requiriera (Fishelson, 1970). Aunque los mecanismos que subyacen a éste sistema 

dinámico de diferenciación sexual no se conocen con exactitud, parece que la 

concentración de feromonas masculinas en el agua, es un factor crítico que afecta la 

probabilidad de reversión sexual (Fishelson, 1970; Crews, 1994). 

Por otro lado, en algunos vertebrados ovíparos como los cocodrilos, algunas 

tortugas y lagartijas, no existe evidencia clara sobre la existencia de factores genéticos 

y/o sociales asociados a la diferenciación sexual gonadal. En estas especies, la 

diferenciación sexual gonadal parece depender de factores epigenéticos como lo es la 

temperatura ?e incubación (Bull, 1980). 

Existen algunas especies de lagartijas cuyo mecanismo de diferenciación sexual 

gonadal es partenogenético. En este caso, los individuos por sí solos tienen la capacidad 

de reproducirse sin necesidad de un complemento fenotípico, no requieren del 

dimorfismo gamético, aunque existen múltiples genes que parecen participar en el 

proceso de diferenciación sexual gO[ladal. El origen de las especies unisexuales, sin 

embargo, es un evento extremadamente raro y altamente forzado por factores 

filogenéticos y ambientales (Fu et al., 2000; Rand and Crews, 1994). 



8 

Determinación Sexual por Temperatura. 

Como anteriormente se mencionó, existen diversas especies de reptiles ovíparos 

que carecen de cromosomas sexuales, y cuyo proceso de diferenciación sexual gonadal 

depende de la temperatura de incubación. En algunas especies de tortuga marina, se ~abe 

que los embriones incubados a temperaturas superiores a los 30°C originan 100% de 

individuos hembra. Por el contrario, temperaturas de incubación por debajo de los 28°C 

originan 100% de individuos macho (Mrosowsky and Y ntema, 1980; Merchant-Larios et 

al., 1989; Desvages et al., 1993; Pieau et al., 1982). Asimismo, las gónadas de embriones 

de algunas especies de cocodrilo incubados a temperaturas inferiores a los 30°C y 

superiores a los 34.5°C se diferencian como ovarios, mientras que aquellas gónadas de 

embriones incubados a temperaturas cercanas a los 33°C dan origen a testículos. (Lance 

and Bogart, 1994). 

Recientemente, Merchant et al., (J 997) han sugerido la existencia de tres fases en 

el proceso de diferenciación sexual gonadal dependiente de la temperatura para la tortuga 

marina Lepidochelys olivacea. La primera de éstas fases corresponde al período de 

indiferenciación/indeterminación. Durante esta fase, las gónadas de los embriones de una 

población de huevos incubados a temperaturas feminizantes o masculinizantes 
I 

"revierten" su proceso de diferenciación en un 100%, cuando son incubados a 

temperaturas contrarias a aquellas correspondientes a las condiciones iniciales. En otras 

palabras, todos los embriones que nominalmente, al principio dei experimento, eran 

machos se transforman en hembras y viceversa, al ser incubados respectivamente a 

temperaturas feminizantes y masculinizantes. La segunda fase, la más importante 

contiene al denominado periodo sensible a la temperatura (PSI). Dicho periodo 

corresponde al momento en el cual las gónadas de los embriones se diferencian y 

detenninan progresivamente. Este hecho es evidenciado porque las gónadas de los 

embriones de una población de huevos muestran una incapacidad progresiva para revertir 

su sexo en respuesta a los experimentos de intercambio térmico. 
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Mediante el uso de experimentos de intercambio más detallados y estrictos, se ha 

mostrado que el PST, al menos para embriones de la tortuga marina L. olivacea, se 

extiende entre las etapas 20 a 23 del desarrollo embrionario (etapas defrnidas de acuerdo 

a Miller, 1985), para aquellos huevos incubados inicialmente a temperaturas 

masculinizantes (26°C), y entre las etapas 24-26 para aquellos huevos incubados a 

temperaturas feminizantes (33°C). Finalmente, la tercera fase o de determinación sexual, 

corresponde al momento en el que el 100% de las gónadas de una población de 

embriones dejan de responder al cambio de la temperatura de incubación. Es decir, los 

embriones son incapaces de revertir o modificar su sexo gonadal en respuesta al cambio 

de temperatura. 

Hasta el momento, los procesos celulares y moleculares que participan en la 

diferenciación sexual gonadal dependiente de la temperatura de incubación no han sido 

completamente establecidos. Sin embargo, se piensa que la temperatura de incubación 

puede regular la capacidad en la gónada indiferenciada para producir estrógeno3 

derivados de la aromatización de testosterona (Crews, 1994; Crews, 1996; Crews et al., 

1995; Lance, 1997; Merchant-Larios et al., 1997; Pieau et al., 1982; Spotila et al., 1994; 

Wibbels et al., 1993; Wibbels and Crews, 1995). En este escenario, los embriones 

incubados a temperaturas feminizantes aumentarian la conversión local de testosterona 

hacia estrógenos, como resultado del aumento en la concentración y actividad de la 

enzima aromatasa P-450 (Desvages et al.,1993; Richard-Mercier et al., 1995; Wibbels 

and Crews, 1995; Lance and Bogart, 1994). Debido a que los estrógenos exógenos tienen 

efectos feminizantes sobre el desarrollo de embriones incubados a temperatura 

masculinizante (BuIl et al., 1988; Dorizzi et al., 1991), los aumentos en la producción de 

estrógenos en la gónada pudieran. ser el evento que active los programas de 

diferenciación ovárica (Wibbels et al., 1993). En contraste, las temperaturas 

masculinizantes, al inhibir la expresión del gen de aromatasa, provocarían una reducción 

en la concentración de estrógenos en la gónada. Bajas concentraciones de estrógenos 

gonadales serían incapaces de antagonizar la actividad de la enzima 5a-reductasa de 

testosterona (Cn:ws et al., i 994), responsable de la conversión de testosterona a di­

hidrotestosterona (hormona masculinizante) (Wibbels et al., 1992), conduciendo así a la 

difere¡:cisción ksticul~r. 
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En apoyo a este mecanismo propuesto, el bloqueo de la síntesis de estrógenos con 

tamoxifen o utilizando inhibidores de la enzima aromatasa p450 como Letrozol en 

embriones de Emys orbicularis incubados a temperaturas feminizantes, conducen a 

masculinización parcial de las gónadas (Dorizzi et al., 1991). Por otro lado, en embriones 

del cocodrilo americano (Alligator mississippiensis), los estrógenos aplicados sobre la 

membrana corioalantoidea inducen el desarrollo ovárico, a pesar de que los huevos se 

encuentren incubados a temperaturas masculinizantes (Lance and Bogart, 1994). 

El esquema propuesto arriba explica algunos eventos que inducen y promueven la 

diferenciación sexual gonadal dependiente de la temperatura (White and Thomas, 1992; 

Lance and Bogart, 1994), sin embargo, poco se sabe acerca de los procesos celulares 

responsables de la activación de tal cascada de eventos endocrinos. Estudios recientes 

han sugerido, que la temperatura de incubación parece regular la expresión de genes en la 

gónada, tal como es el gen de la enzima aromatasa. Además, recientemente se ha visto 

que, al utilizar técnicas de irnmunocitoquimica, cultivo organotípico de gónada o técnicas 

de biología molecular (RT-PCR), la expresión gonadal de la proteína SOX9, producto de 

un gen homónimo involucrado en la cascada de diferenciación testicular en otros 

vertebrados varía en gónadas indiferenciadas incubadas a temperatura masculinizante o 

feminizante. La expresión de Sox9 se mantiene en gónadas incubadas a temperaturas 

masculinizantes (up-regulation), y decrece o se apaga (down-regulation) en aquellas 

incubadas a temperattiras feminizantes de manera coincidente con la duración del PST 

(Moreno-Mendoza et al. 1999; 2001) Y Torres-Maldonado et al., (2001). En conjunto 

estos datos parecen apoyar la existencia de un termosensor genético gonadal (Spotila et 

al., 1994), probablemente responsable de encender o apagar el programa de 

diferenciación testicular y ovárica. 

Así, los datos descritos apoyan que tanto la enzima aromatasa como la proteína 

Sox9, además de la presencia de otros genes involucrados como la hormona 

antimülleriana (MIS) y recientemente el gen Dmrtl expresados durante el PST, pudieran 

participar en la cascada de diferenciación testicular, ya que su expresión parece sensible a 

temperatura. Desde nuestro punto de vista, sin embargo, continua abie11a la pregunta de sí 

en verdad fungen como "termosensores" biológicos (Western et al., 1999). 
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Por otro lado, se conoce muy bien, que el sistema nervioso en los vertebrados 

coordina, regula e induce una multiplicidad de funciones fundamentales en el organismo. 

Una de estas funciones es la regulación de la temperatura corporal, la cual debe ser 

ajustada, minuto a minuto, considerando el estado metabólico general y local, así como 

los cambios de temperatura ambiental (Hensel, 1973; Nelson et al., 1984; Satinoff, 1978). 

Las respuestas reguladoras térmicas generadas por el sistema nervioso pueden ser de 

naturaleza general, es decir que el ajuste térmico se lleve a cabo en todo el cuerpo, o bien 

de naturaleza local, lo que traduce cambios en la temperatura de ciertas regiones sin 

inducción de modificaciones mayores de la temperatura en el resto el cuerpo. Esta última 

característica hace al sistema nervioso un buen candidato para evaluar su posible 

participación en los mecanismos de diferenciación gonadal dependiente de temperatura 

(Merchant et al., 1989; Gutiérrez-Ospina et al., 1999; MartL'1-Cora et al., 2000). 

En apoyo a que el sistema nervioso pudiera participar en los procesos de 

diferenciación sexual gonadal en las especies termosensibles, es sorprendente observar 

algunos nervios formados por axones no mielinizados en la región medular en etapas 

tempranas de la diferenciación ovárica (etapas 24-27) en la tortuga marina Lepidochelys 

olivacea (L. olivacea) (Merchant-Larios et al., 1989). Interesantemente, en otros 

vertebrados (mamíferos), la inervación en las gónadas se presenta poco después del 

nacimiento. Además, en un estudio de cultivo organotípico de la gónada indiferenciada 

de esta misma especie, se observó que la temperatura no influye directamente en la 

gónada para la diferenciación del sexo, proponiéndose que el sexo de la gónada pudo 

haber sido determinado por factores extragonadales antes de la explantación (Merchant­

Larios and Villalpando, 1990). 
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También, se han documentado acciones tróficas directas de los nervios periféricos 

(nervio vago) sobre la morfología y función ovárica y testicular (Burden et al., 1981;. 

Burden et al., 1983; Ojeda et al., 1983; Chavéz and Dominguez, 1994). Además, existe 

evidencia de que el sistema nervioso central modifica su metabolismo oxidativo y 

capacidad de aromatización de testosterona, es decir, regula la capacidad de producción 

de hormonas esteroides en cerebro (diencéfalo) de embriones de reptil incubadüs a 

distintas temperaturas (Coomber et al., 1997; Sálame-Méndez et al., 1998). 

Finalmente, también se ha documentado que la temperatura de incubación tiene 

efectos marcados sobre la morfología neural, fisiología, crecimiento y comportamiento de 

lagartos adultos de un mismo sexo, incubados durante su desarrollo prenatal a distintas 

temperaturas (Crews et al., 1996; Coomber et al., 1997; Godwin and CreV';s, 1997). 

Organización anatómica y fimcional del sistema de termoregulación en vertebrados 

En el transcurso de la evolución, los vertebrados han desarrollado sistemas 

sofisticados que permiten la regulación de la temperatura corporal con relación a la 

temperatura del medio ambiente. En reptil.:s (vertebrados ectotérmicos), éstos obtienen su 

calor corporal de acuerdo a las condiciones del medio ambiente y almacenan poca 

energía que es consumida bajo condiciones de baja temperatura ambiental, su regulación 

es principalmente por comportamiento, esto es de acuerdo a su postura, orientación 

corporal hacia los rayos solares y por seleccionar su micro clima óptimo para llevar acabo 

sus principales funciones fisiológicas. Se sabe que muchos de estos patrones que 

compensan las sensaciones de temperatura tienen una organización principalmente de 

origen espinal (médula espinal), además del núcleo pontino y el área preóptica anterior 

del hipotálamo, los cuales ejercen una influencia principal al modular neuronas 

termosensibles que juegan un papel esencial en estos procesos (zonas involucradas 

directamenie con la in[unnación y las sensaciones de la temperatura ambi~nte~ CUyfl 

inf9rmadón es utilizada para mantener una temperatura corporal estable) (Nelson et al., 

1984). 
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En general, estos sistemas están constituidos por termoreceptores periféricos 

localizados en la dermis cutánea y en la submucosa de las vísceras, asociados a aferentes 

primarias provenientes de las neuronas ganglionares de la raíz dorsal. Estas neuronas 

proyectan hacia la médula espinal en donde inicia una vía poli-sináptica que alcanza 

estructuras del tallo cerebral, el hipotálamo y el tálamo somatosensoria!. A partir de esta 

última región, la información asociada a los estímulos térmicos se transmite a la corteza 

somatosensorial primaria y secundaria, y de éstas a las cortezas de asociación. Es aquí en 

donde la percepción de la temperatura se integra (Nelson et al., 1984). 

En los vertebrados existen al menos dos tipos de receptores sensibles a la 

temperatura que terminan en la piel como terminaciones nerviosas libres o no 

encapsuladas. Los axones (fibras C) que transmiten la información para el calor son 

amielínicos y de conducción lenta (0.4-1.2m/s). Los axones que cOGducen la inforntación 

térmica referente a las bajas temperaturas (A/) también son amielínicos y conducen a una 

mayor velocidad que aquellos que transmiten la información de calor (l2-36m/s). Los 

campos receptivos de los termoreceptores son pequeños (1-5¡.un), y tres o cuatro de ellos 

pueden ser inervados por un solo axón (Brengelmann and Brown, )965; Ruch, 1965). 

Ambos tipos de receptores responden a temperaturas de entre los 30 y 35°C. A menores 

temperaturas, los receptores para el frío incrementan su taza de disparo. Los efectos 

opuestos se observan cuando las temperaturas incrementan por encima de los 35°C. En 

contraste, los receptores para el calor incrementan su taza de disparo al incrementar la 

temperatura sobre los 25°C, y la decrecen en respuesta al descenso de la temperatura. A 

temperaturas extremas, solo receptores para bajas o altas temperaturas responden 

(Brengelmann and Brown, 1965; Nelson et al., 1984). Estudios recientes, han identificado 

tres tipos de receptores que responden a estímulos térmicos de baja temperatura. Los 

receptores al frío de bajo umbral, los cuales exhiben una descarga tónica que incrementa 

conforme el estímulo disminuye, y que responden en rangos de temperatura que van 

desde los 20 a los 30°C. Los receptores al frío de alto umbral, que no exhiben descargas 

espontáneas y qu~ r~spoi1den a temperatuJ.-aS menores a les 15°C. Finalmente, 

mecanoreceptores que exhiben una respuesta débil a cambios moderados de temperatura 

(alrededor de los 10°C) lNelson et al., 1984; Brengelmann. and Brown, 1965). 
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Las aferentes primarias de las neuronas ganglionares penetran a la médula espinal 

a través de las raíces dorsales. Una vez en el interior de la médula, las fibras ascienden y 

descienden dos niveles para hacer sinápsis con neuronas localizadas en la lámina 1 de! 

asta posterior de la médula espinal. Estas neuronas proyectan sus axones hacia la región 

contralateral de la médula espinal y se dirigen hacia el funículo anterior en donde se 

integran al sistema anterolateral por el cual ascienden. Las fibras del sistema anterolateral 

alcanzan al tálamo dorsal, el hipotálamo (regiones preóptica anterior) y el núcleo 

parabraquial pontino. Estas regiones funcionan como centros termoreguladores primarios, 

y sirven como puerta de entrada hacia la corteza cerebral. E:;ta última (corteza cerebral), 

termina las acciones reflejas ya integradas hacia una respuesta específica (Nelson et al., 

1984; Ruch, 1965). 
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Hipótesis 

El sistema nervioso central participa directa o indirectamente en el proceso de regulación 

de la cascada de genes involucrados en la diferenciación sexual gonadal en embriones de 

la tortuga marina Lepidochelys olivacea. 
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Objetivo General 

Correlacionar algunos aspectos del desarrcilo del sistema nervioso central con la 

determinación y diferenciación sexual por temperatura en la tortuga marina Lepidoche/ys 

olivacea. 
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Objetivos Particulares 

Objetivo 1 

Establecer el grado de maduración de la médula espinal, en los embriones de la tortuga 

marina Lepidoche/ys o/ivacea (L. o/ivacea), incubados a temperaturas masculinizantes y 

feminizantes, durante el periodo sensible a temperatura (PSI), empleando técnicas de 

tinción con violeta de Cresilo y microscopía confocal. 

Objetivo II 

Evaluar la presencia, distribución y patrón de desarrollo de la inervación en las gónadas 

de embriones de la tortuga marina L. o/ivacea, durante el PSI, empleando técnicas de 

histoquímica para la enzima acetilcolinesttrasa y microscopía de luz. 

Objetivo II1 

Determinar el origen de la inervación en las gónadas de embriones de la tortuga marina L. 

o/ivacea, durante el PSI, empleando técnicas de trazado anterógrado con colorante 

liposoluble (Dil), y microscopía confocal. 

Objetivo IV 

Caracterizar el patrón de expresión espacio-temporal de sinaptofisina en las gónadas de 

embriones de la tortuga marina L. olivacea, durante el PSI, empleando técnicas de 

inmunofluorescencia y microscopía confocal. 

Objetivo V 

Caracterizar el patrón de expresión espacio-temporal del factor de crecimiento neuronal 

(NGF) en las gónadas de embriones de la tortuga marina L. olivacea, durante el PSI, 

empleando técnicas de inrnunofluorescencia y microscopía confocal. 
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Materiales y Métodos 

Material Biológico 

Para este estudio se emplearon embriones de la tortuga marina Lepidochelys 

olivacea entre las etapa~ de desarrollo en las que se ubica el PST (Merchant et al., 1997). 

Los huevos fueron colec:ados inmediatamente después de la oviposición en la playa "La 

Escobilla" en el estado de Oaxaca (96°27'16"W, 15°40'36''N), con autorización del 

Instituto Nacional de Ecología (SEMARNAP), permisos: 1997-1998: No.250997-312-03; 

1998-1999: No.230998-213-03; 1999-2000: No.l61199-213-03. Los huevos fueron 

transportados al laboratorio y se colocaron nidos artificiales de vermiculita húmeda, para 

luego ser incubados en condiciones controladas de humedad y temperatura. Los 

experimentos fueron realizados utilizando huevos de 6 nidos de Lepidoche/ys olivacea. 

Cada nido fue dividido al azar en dos grupos, uno de ellos incubado a temperatura de 

26°C (temperatura masculinizante) y el otro grupo incubado a 33°C (temperatura 

f~minizantt). Los embriones se muestrearon para realizar las diferentes técnicas, se 

muestrearon entre las etapas 20 a 26 de acuerdo con los criterios establecidos por MilIer, 

(1985), tomándose en cuenta el crecimiento del embrión (largo del cuerpo) y su 

pigmentación. 

HLstología para Médula Espinal 

Los embriones incubados a distintas temperaturas y de las etapas de desarrollo 

correspondientes al PST fueron eviscerados bajo un microscopio estereoscópico, y 

bloques de tejido conteniendo la médula espinal tóraco-Iumbar y las gónadas fueron 

obtenidos y fijados por in..rnersión en una solución de parafonnaldehído al 4% en 

amortiguador de fosfatos (PB; O.1M, pI-I 7.4), por dos horas a 4°C. Las muestras se 

lavaron en PB y deshidrataron en _concentraciones crecientes de alcohol. Una vez 

deshidratados, las muestran se infiltraron e incluyeron en parafma a 54°C. Las muestras 

fueron cortadas transversalmente (10~lm), montadas en portaobjetos cubiertos con 

gelatina, y teñidos con violeta de Cresilo. La laminillas fueron finalmente observadas en 

un microscopio de campo claro (Nikon IlI). El grado de desarrolle y maduración de la 

médula espinal en las distintas pobiaciones dt! erllbriones de diferente edüd se evalúe en 

base a parámetros anat0micos previamente .reportados (Hergueta et al., 1993; Senn, 

1979). 
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Histoquímica para la enzima acetil-colinesterasa 

Los embriones fueron eviscerados como se describió arriba. Se obtuvieron 

entonces complejos urogenitales y se fijaron en paraformaldehído al 4% en buffer durante 

dos horas, para posteriormente ser transferidos a una solución de sacarosa al 30% en PBS 

durante toda la noche a 4°C. La muestran fueron incluidas en tissue-!ek 11, congeladas en 

hexano y cortadas (l21lm) transversalmente en un criostato. Los cortes montados en 

portaobjetos cubiertos por gelatina fueron procesados por la técnica histoquímica que 

detecta la actividad de la enzima ac.etil-colinesterasa (Bulmer, 1965; Tsuji, 1974; 

Gautron, 1982; Gerendai, 1988). 

Marcaje anterógrado de vías nerviosas 

Embriones eviscerados de las edades y tratamientos requeridos fueron fijados en 

tormalina al 10% en PB por una semana a 4°C. Transcurrido este tiempo, se aplicaron 

micro-inyecciones de 1,1' ,dioctadecyl-3,3,3 '3 'tetrametilindocarbocianina (Dil; 

Molecular Probes; Honing and Hume, 1989) con la ayuda de un estereomicroscopio y de 

un picopritzer en la región dorsal y lumbar de la médula espinal, así como en el pedículo 

gonadal. Una vez terminada la aplicación, los embriones se regresaron al fijador y se 

ir,cubaron en la obscuridad a 37°C por aproximadamente 50 a 60 días (Rabin et al., 1995; 

DiCarlo et al., 1996; Broce, 1997). Después de monitorear el grado de avance del 

trazador, los embriones fueron analizados con ayuda de microscopía confocal, con el 

objetivo de determinar el origen de la inervación gonadal. El microscopio utilizado fue un 

Nikon Optiphot equipado con un laser de argónlhelio PCM 2000, y un filtro barrera 

515/30. Las imágenes finales fueron obtenidas integrando el promedio de cuatro 

imágenes, utilizando el valor de intensidad máxima de cada pixel. 
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Inmunocitoquímica para el NGF y sinaptofisina 

Los complejos urogentiales de embriones eviscerados de las edades y tratamientos 

requeridos fueron fijados en paraformaldehído al 4% en buffer durante dos horas a 4°C. 

Posteriormente, las muestras fueron lavadas y transferidas a sacarosa como fue descrito 

anteriormente. Una vez incluidas en tissue-tek ll, las muestras fueron cortadas (12¡¡m) 

longitudinalmente en un criostato. Los cortes fueron montados en portaobjetos cubiertos 

de gelatina, y las laminillas colocadas en un desecador por 3 horas a 4°C. Una vez 

transcurrido este periodo, los cortes fueron incubados con suero de bloqueo (S8; 3% 

suero normal bovino, 10% albumina, en P8-0.3% tritón X-lOO) durante dos horas a 

temperatura ambiente. Después de tres lavados de quince minutos, los cortes fueron 

incubados con los anticuerpos primarios conejo anti-NGF (DAKO) o conejo anti­

sinaptofisina (DAKO) diluidos 1: I 00 en S8 por tres horas a temperatura ambiente. 

Posteriormente, bs cortes se lavaron en tres ocasiones, y se incubaron con el anticuerpo 

secundario cabra anti-conejo (Vector) acoplado a fluüresceina por dos horas iI 

temperatura ambiente. Finalmente, las muestras se lavaron en tres ocasiones, y las 

laminillas fueron montadas en glicerol y observadas en el microscopio confocal. Se 

realizaron los coutroles negativo y de preadsorción para cada anticuerpo (Navone et al.., 

1986). 
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Resultados 

Ontogenia de la Médula Espinal 

En vertebrados, la inervación gonadal nace de los segmentos torácicos bajos y 

lumbares altos de la médula espinal. Por esta razón, se describen únicamente las 

características histológicas de la médula espinal de los segmentos torácicos y lumbares. 

Por otro lado, debido a que el aspecto histológico de la médula espinal no difiere 

significativamente entre estadios embrionarios consecutivos, la descripción anatómica se 

realizó de manera alternada. Finalmente, debido a que tanto embriones incubados a 

temperatura feminizante como masculinizante, se compararon por etapas de desarrollo, y 

no por edad cronológica, la descripción histológica de la médula espinal en ambos sexos 

o=s similar. Cabe rnencionar,"sin embargo, que en los embriones nominalmente hembra el 

desarrollo corporal, más no ei gonadal, e~la acelerado. Así pues, la descripción por etapas 

que se presenta es la misma para hembras y machos. 

Erapa 20 (Figuras l~ lb) 

En la figura la se muestra el inicio del periodo sensible a temperatura (PST), para 

embriones incubados a temperatura feminizante, en donde la médula espinal muestra dos 

regiones. La más interna se conoce con el nombre de estrato matriz, y es en donde la 

neurogénesis se esta llevando a cabo. La región externa corresponde al estrato zonal. Esta 

última región esta dividida en dos capas conocidas como la capa del manto o interna que 

dará origen a la sustancia gris, y la capa marginal externa que originará la sustancia 

blanca. El grosor relativo de ambas capas es equivalente en la mitad anterior de la médula 

espinal. Esto no sucede así en la mitad posterior en donde el estrato zonal esta poco 

desarrollado. No obstante la poca diferenciación de la médula espinal en esta etapa, las 

raíces ventral y dorsal se observan bien desarrolladas, y las· últimas de hecho ya han 

aicanzado a la méduia espinal. El funículo anterior, especialmente la región que contiene 

a las fibras del sistema ventrolateral, está bien representado a esta edad. Alglmas 

neuronas de los ganglios de la raíz dorsal muestran reacción positiva para la enzima 

acetiicolinesterasa (AchE) (Fig. lb). 
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Etapa 22 (Figuras I c,1 d) 

Para esta etapa el estrato de la matriz ha disminuido de grosor. Las figuras 

mitóticas son menos numerosas con relación a las etapas anteriores. En contraste, el 

estrato zonal ha incrementado su grosor a expensas del crecimiento de la capa del manto. 

El número de neuroblastos migratorios y neuronas depuestas aumenta, y no se observan 

cambios obvios en el grosor de la capa marginal externa. Estos cambios son más 

evidentes en la mitad anterior de la médula espinal, siendo la región anterolateral de 

sustancia blanca la que se observa más desarrollada. El número de aferentes sensoriales y 

eferentes motoras incrementa con relación !l las etapas previas. En esta etapa, las astas 

anterior y posterior empieza:.l a ser claramente visibles en la capa del manto (Fig.lc). La 

intensidad para AchE incrementa en el sitio ue entrada de las aferrtlÍes sensoriales y en el 

asta anterior de la méduia espinal (Fig.ld). 

Etapa 24 (Figuras le, Ij) 

Hacia la etapa 24, el estrato de la matriz se ha adelgazado, y las figuras mitóticas 

han decrecido en número significativamente. El estrato zonal incrementa su grosor como 

reflejo del crecimiento de las capas del manto y marginal. El número de neuroblastos 

migratorios disminuye, y al mismo tiempo, el número de neuronas depuestas aumentan y 

muestran signos claros de diferenciación. Los funículos anterior, lateral y posterior se 

distinguen fácilmente, si bien la mitad anterior de la médula muestra un grado mayor de 

diferenciación, la región anterolateral de la sustancia blanca se mantiene como la más 

desarrollada de la médula espinal (Fig:le). Las astas anterior y posterior de la médula son 

claramente visibles, y la sustancia gris que la constituye muestra una tinción homogénea 

para AchE. La neuronas ganglionares están intensamente teñida:s para esta enzima (Fig. 

1 f). 
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Etapa 26 (Figuras 19, lh) 

La etapa 26 se caracteriza por la casi desaparición del estrato de la matriz y de las 

figuras mitóticas. Algunas de estas solo se observan en la región dorsal del estrato de la 

matriz. De hecho en distintos segmentos, el epitelio ependimario semeja el observado en 

la médula espinal madura. El estrato zonal se ha expandido y diferenciado. La capa del 

manto muestra una citoarquitectura madura con las astas anterior y posterior claramente 

distinguibles y los tipos neuronales que las constituyen altamente diferenciadas. La 

sustancia blanca parece estar completamente organizada, y los fullÍculos anterior, lateral, 

y posterior se observan bien desarrollados (Fig. 19). La reacción para AchE es intensa y 

heterogénea a lo largo de la sustancia gris. En contraste, las neuronas ganglionares 

muestran una tinción homogénea e intensa para esta enzima (Fig.lh). 

Nota: la secuei!cia de desarrollo descrita es similar en e.,r,briones nominalmente 

hembra y macho al ser comparados en etapas equivalente~. ASÍ, el grado de 

diferenciación de la médula espinal es más avanzada en hembras que en machos al inicio 

de PST. 
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Ontogenia de la médula espinal de Lepidochelys olivacea 

Violeta de cresilo Aceti\colinesterasa 
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Figura 1. Fotomicrografías que ilustran el patrón de desarrollo de la médula espinal. En 
embriones de Lepidochelys olivacea incubados a temperatura feminizante. Los cortes 
transversales se tiñeron con violeta de cresilo y con histoquimica para la enzima 
acetilcolinesterasa (AchE). Ambas series de micrografías muestran el desarrollo 
progresivo de la citoarquitectura de la médula espinal, desde la etapa 20 a la 26. Un alto 
grado de diferenciación de la médula se observa a partir de la etapa 24 en adelante. Estos 
mismos patrones de maduración corresponde a las mismas etapas de embriones incubados 
a temperatura masculinizante. em: estrato de la matriz, cm:capa del manto, m:capa 
marginal externa, mp: médula posterior, mI: médula lateral, ad: asta dorsal, av:asta ventral, 
ma: médula anterior. Escala de barra 500 !-1m 
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Desarrollo de la inervación en la gónada. 

La AChE es la enzima encargada de degradar a la acetilcolina wm vez que esta es 

liberada a la hendidura sináptica. Por otro lado, la acetilcolina y la adrenalina son los 

neurotransmisores liberados por los nervIOS parasimpáticos y simpáticos, 

respectivamente, en sus órganos blanco. Debido a que durante el desarrollo temprano los 

nervios periféricos muestran los fenotipos colinérgico y adrenérgico transitoriamente, la 

AchE puede utilizarse como marcador de ambos tipos de fibras nerviosas. Tractos y 

fibras nerviosas fueron identificadas en embriones de ambos sexos a partir de la etapa 24 

de desarrollo (Figura 2a, 2b). Las fibras aparecen en la región subcortical de ia gónada y 

penetran su parénquima desde la región localizada entre la gónada y el mesonefros. Estas 

fibras corren transversalmente a lo largo de la región subcortical gonada!. Existen otras 

aferentes que inervan la médula gonada!. Estas nacen en el hilio, y penetran el 

parénquima gonadal siguiendo un patrón radial con dirección hacia la corteza (Fig. 2c). 

Ei arreglo descrito de las fibras nerviosas no se repite en secciones consecutivas, por 10 

que la distribución de las fibras nerviosas parece ser segmental (Fig.2d). 
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Histoquímica para la enzima Acetilcolinesterasa en la gónada 
de Lepidochelys olivacea 

E24 

b 
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Figura 2. Fotomicrografias que muestran cortes transversales de la gónada 
indiferenciada con tinción de histoquímica para AchE. a, b. Las fibras positivas se 
observan a partir de la etapa 24 tanto en la corteza como en la médula. Las muestras 
fueron obtenidas de embriones incubados a temperatura feminizante.c. La cabeza de 
flecha indica las fibras nerviosas que penetran de la región del hilio hacia la médula. 
d. reconstrucción tridimensional parcial de la gónada (3D), que muestra la distribución 
de las fibras nerviosas positivas a AchE (E26). Los tractos de fibras que se localizan en 
la región medial de la gónada son de color azul. Las fibras marcadas de color rojo 
viajan lateralmente por la gónada. Las fibras de color amarillo se localizan 
,uperficialmente sobre ésta. g: gónada, 1: lateral, m: medial, mf: mesonefros. Escala de 
barra en a: 500flm; en b,c,d: lOOflm. 
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Origen de la inervación gonadal 

Los colorantes lipofilicos de la familia de las carbocianinas, a la cual pertenece el 

Dil, tienen la propiedad de intercalarse y difundir a lo largo de las membranas de las 

aferentes nerviosas. Esta propiedad ha sido ampliamente utilizada para el trazado de vías 

nerviosas en preparaciones fijadas de embriones y fetos. 

Con el objeto de establecer el posible origen y función de las fibras nerviosas que 

inervan a la gónada indiferenciada, se realizaron rnil:roinyecciones múltiples de Di! tanto 

en la región dorsal de la médula espinal en los niveles torácicos y lumbares, como en el 

hilio y en el parénquima gonadal. Aunque estudios previos han mostrado la existencia de 

neuronas intrinsecas en el parénquima del ovario en ios mamíferos, nuestros resultados 

sugiereE que la inervación observada en las gónadas embrionarias durante el PST se 

relaciona con las astas dorsales de la médula i!spinal (Figura 3). y por tanto, podrían 

originarse en las neuronas de la i:adena ganglionar dorsal. Las inye.:ciones realizadas en 

el hilio y directamente en el parénquima confirman la presencia de nervios en la gónada 

indiferenciada a partir de la etapa 24 (Figura 3e). Inyecciones realizadas antes de esta 

etapa, no revelan la presencia de innervación ganada!. 
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MicroinJecciones con DiI en médula espinal y gónada de L. al/vaces. 

Figura 3.- Fotomicrograflas que ilustran la distribución y origen de las fibras nerviosas 
presentes en el complejo urogenital marcadas con DiI. En a y b, las microinjecciones de 
DiI en la etapa 20 revelan la penetración de muy pocas fibras aferentes (flechas), 
aparentemente de tipo sensorial (ver texto). En c y d, durante la etapa 24 del desarrollo 
embrionario el patrón de inervación esta bastante avanzado. Las ramas de los nervios se 
extienden sobre la cavidad abdominal hacia la cresta urogenital. En esta etapa sólo unas 
pocas fibras (flecha) han penetrado en la gónada. Fig. e, pequeñas microinjecciones 
directamente en el parénquima gonadal muestran la presencia de fibras nerviosas que 
corren a través de éste. T: torácico; L: lumbar; CG: cresta urogenital; ME: médula espinal. 
Escal'a "e üarra en a,' '.-' nn .. _ ...... - <o .. ~ u JJ O,C-l VVJ.LU1, u 1 '" .JV. ,..... .... 
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Identificación de terminales nerviosas con sinaptofisina 

La sinaptofisina es una glicoproteína integral en la membrana de las vesículas 

sinápticas y de los gránulos secretorios, localizados en las terminales nerviosas. Esta 

proteína participa en la formación del poro de fusión a través del cual se liberan las 

sustancia neuroactivas y algunas hormonas. Estudios previos han mostrado que, en el 

sistema nervioso, el material inmunoreactivo a sinaptofisina se acumula en las terminales, 

por lo que se considera que esta proteína es un buen marcador para monitorear el proceso 

de sinaptogénesis. 

Material ínmunoreactivo para sinaptofisina marcado con fluorescencia, fue 

observado a partir de la etapa 24 de desarrollo en embriones de ambos sexos (Figura 4a). 

Dicho material presentó una apariencia de pWltos que es característica de las terminales 

nerviosas. Las tenninales marcadas se observaron distribuirlas sobre la superficie de 

al¡;'Unas células epiteliales localizadas predominantemente en la corteza gonadal (Figura 

4b). El número de terminales inmunoreactivas a sinaptofisina incrementó notoriamente 

con la edad, siendo muy escasas durante la etapa 24 pero abundantes hacia la etapa 26 

(Figuras 4c, 4d). Esto sugiere que el proceso de sinaptogénesis es progresivo durante el 

PST. 
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Inmunocitoquímica para sinaptofisina en la gónada 
de Lepidochelys oliva cea 

Figura 4.- Fotomicrografias que muestran la inmunocitoquímica para el anticuerpo 

contra la proteína sinaptofisina. a: se observan las vesículas sinapticas distribuidas sobre la 

superficie de una célula epitelial en la etapa 24 , en donde la expresión de sinaptofisina es escasa. 

b: la presencia de terminales nerviosas sobre dos células epiteliales es notoria. En esta etapa (25), 

el número de terminales aumenta con respecto a la etapa 24. En c: la presencia de terminales en el 

parenqUlma gonadal aumenta en la etapa 26 con respecto a as etapas anteriores. d: vista 

panoramica de la parte anterior de la gónada, notrese la presencia de grupos de células 

"marcadas" en la región subcortic~1 de la gónada, en el recuadro de la derecha se obserrva un 

acercamiento de la zona, el de la izquierda es control. Escala de barra en a,b,c=6Ilm; d IOOllm; 

recuadros; 30llm. 
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Inmunoreactividad para el factor de crecimiento neuronal (NGF) 

El NGF es una proteína con acciones neuroquimiotáeticas y neurotróficas para los 

nervios periféricos. Este factor es producido abundantemente durante el tiempo en el que 

las fibras nerviosas "buscan" a sus órganos blanco. Una vez alcanzados los blanco, el 

NGF permite la consolidación sináptica y la supervivencia de poblaciones neuronales 

ubicadas en los ganglios nerviosos periféricos. De esta manera, si la gónada 

indiferenciada presenta inervación periférica, deberían existir células en su parénquima 

capaces de producir NGF. Así, para evaluar esta posibilidad, realizamos estudios de 

inmunofluorescencia para detectar la presencia de NGF. Nuestros resultados muestran la 

existencia de células epiteliales con inmunoreactividad para NGF en la corteza de 

gónadas desde la etapa 24 del desarrollo embrionario (Fig.5·). Las células positivas se 

observaron distribuidas predominantemente en la corteza gonadal (Fig. 5b, 5e). 
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Inmunocitoquímica para el factor de crecimiento neural 
(NGF)en Lepidochelvs oliva cea 

Figura 5.- Fotomicrografias que muestran células positivas al factor de crecimiento neural (NGF) 
en la corteza gonadal entre las etapas 24 y 26 del desarrollo embrionario de Lepidochels olivacea. 
Las flechas indican grupos de células inmunopositivas para el anticuerpo contra la proteína NGF. 
Escala de barra: a, b= l OOllm; en c=25Ilm. 
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Discusión 

En distintas especies de reptiles oviparos, el proceso de diferenciac ión sexual 

gonadal es módulada por la interacción de factores genéticos, hormor.ales y ambientales. 

En el caso de las especies con determinación sexual por tt:mperatura (OST), los 

mensajeros endocrinos y factores genéticos parecen jugar un papel muy importante en 

mediar estas interacciones, aunque se sabe poco sobre los mecanismos que activan este 

proceso de determinación, se ha sugerido que la temperatura modula directamente la 

expresión de genes candidato que activarían el proceso de diferenciación sexual. Si bien, 

evidencia reciente ha mostrado que tanto la expresión del gen de aromatasa como el de la 

proteína Sox-9 varía dependiendo de la temperatura de incubación, por ejemplo, mientras 

que en los embriones incubados a temperatura masculinizante se mantiene todo el tiempo 

la expresión de este gen, para embriones incubados a temperatura feminizante, aunque al 

inicio del PST se observa, posteriormente se presenta una regulación negativa 

(downregulation) disminuyendo e incluso desapareciendo la expresión de Sox-9 durante 

el periodo sensible a temperatura (etapa 25 y 26) (Spotila, 1994; Spotila et al., 1998; 

Moreno-Mendoza et al., 1999,2001; Torres-Mal donado et al., 2001), sin embargo, queda 

aún por demostrar que los promotores de estos genes tengan secuencias amplificadoras o 

reguladoras sensibles a temperatura, y que estos genes ocupen posiciones iniciales en la 

cascada de diferenciación, como es el caso de genes que coditican para proteínas de 

choque térmico (genes que responden de manera programada a través de una secuencia 

de eventos dentro de las células que les permiten amortiguar y promover las adaptaciones 

para los efectos al estrés térmico) (Morimoto et al., 1994; Parsell and Lindquist, 1994). 

Esta condición es indispensable para .asegurar que el termoscnsor gonadal es en verdad 

puramente genético. 
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Los estudios sobre la diferenciación sexual en reptiles han conducido a explorar 

los mecanismos de dimorfismo sexual no sólo en las gónadas, sino también en otros 

órganos tales corno el cerebro. Las contribuciones actuales han dado también la pauta 

para comprender corno es que la temperatura puede actuar independientemente del sexo 

gonadal en regular y organizar los diferentes centros del comportamiento en el cerebro de 

algunos reptiles. En la lagartija Cnemidophorus inornatus y en el gecko leopardo 

(Eub/epharis macu/aris) existe un marcado dimorfismo en cuanto al volumen, actividad y 

funcionalidad metabólica de dos principales núcleos hipotalámicos. En machos de estas 

especies, el área preóptica anterior del hipotálamo (PO AH) es la zona más importante que 

regula el comportamiento típico de estos a lo largo de su vida (agresividad, cortejo, 

apareamiento). Por otro lado, en hembras el hipotálamo ventromedial (VMH), es el 

principal núcleo organizado que regula los mecanismos del comportamiento típico de 

hembras (sumisión, receptividad y monta) (Crews et al., 1996; Godwin and Crews, 1997; 

Coomber et al., 1998). 

En los vertebrados, existen centros nerviosos a lo largo del neuroeje capaces de 

integrar información térmica y generar una respuesta efectora en segmentos específicos 

y/o en todo el cuerpo (Satinoff, 1978), una alternativa es que el sistema nervioso, después 

de sen5ar e integrar la información térmica del embrión y su entorno, liberaría una o 

varias señales que conducirían a la activación de una cascada de eventos moleculares que 

llevarían a la diferenciación gonad~l en especies termosensibles. 

En este escenario, el sistema nervioso podría actuar sobre los procesos de 

diferenciación gonadal a distancia, -a través de liberar de manera dependiente de 

temperatura, hormonas derivadas del sistema nervioso central (White and Thomas, 1992). 

Por otro lado, el sistema nervioso podría actuar directamente sensando la temperatlira de 

incubación y liberando mensajeros locales cerca o dentro del parénquima gonadal 

afectando así a los programas de diferenciación gonadal. Esto no sería sorprendente, pues 

se conoce que las fibras nerviosas y sus neurotransmisores modulan la progresión de los 

programas ele d':s"!Tollo de sus ,'):-g3JiOS bi,ulCO pe[jf~ricos (higado. riñon, bazo, ete) 

(Pur\'cs a:1d LitchmaJi, 1987). 
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También, los nervios ejercen acciones tróficas sobre el tejido gonadal (Gerendai, 

1988). Por estas razones, en este trabajo decidimos evaluar la posible participación del 

sistema nervioso en el proceso de diferenciación gonadal dependiente de temperatura en 

la tortuga marina Lepidoche/ys o/ivacea. 

Nuestros resultados muestran la presencIa de fibras nervIosas positivas a la 

enzima acetilcolinesterasa (AchE) en el parénquima gonadal durante el periodo sensible a 

temperatura (PST). Estas fibras se identificaron claramente a partir de las etapas 23-24 

del desarrollo embrionario, al inicio del PST en embriones incubados a temperaturas 

feminizantes, y posteriormente al periodo de detenninación sexual de embriones 

incubados a temperaturas masculinizantes. Es importante destacar que los axones en 

crecimiento tienen la capacidad y la maquinaria básica para liberar espontáneamente 

cantidades pequeñas de sustancias neuroactivas incluso antes de hacer contacto con sus 

células blanco y en ausencia de sinapsis maduras (Barrios et al., 1999; Hydon and Zoran, 

1993; Hydon and Drapeau, 1995; Fletcher et al., 1991). 

La posibilidad de que las fibras nerviosas gonadales pudieran tener la capacidad 

de liberar substancias neuroactivas, es apoyada por la observación de terminales 

irmmnoreactivas a sinaptofisina. Estos datos también sugieren que durante el PSI se lleva 

a cabo un proceso progresivo de formación de terminales nerviosas. Así, la existencia de 

fibras nerviosas y de terminales inmunoreactivas para sinaptofisina en el parénquima 

gonadal durante el PST sugiere que éstas pudieran participar en la diferenciación gonadal 

dependiente de temperatura. Debido a que los tractos y fibras nerviosas, así como las 

tenninales inmunopositivas para sinaptofisina, se pueden identificar consistentemente a 

partir de la etapa 24 de desarrollo, nuestras observaciones sugieren que dicha inervación 

puede ser más importante para el proceso de diferenciación gonadal en embriones 

incubados a temperaturas feminizantes; la determinación del testículo en embriones de L. 

olivacea ocurre más temprano (etapas 20 a 23) que la determinación ovárica (etapas 24 a 

26) (Merchant-Larios et al., 1997). Estos hallazgos fortalecen la idea de que los machos 

son el estado pasivo e\1 especies de reptiles con determinación sexual por temperatura 

(DST) (Dorizzi et al., 1996; Lance, 1997). 
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En refuerzo a la conclusión de que la inervación temprana pudiera participar en la 

DST en hembras, está el hecho de que las fibras nerviosas se observan 1 y, etapa antes 

(etapa 23/24) de que se presente la disminución de la expresión de Sox-9 (etapa 25 y 26). 

Sin embargo, la relación causal de ambos parámetros debe aún ser establecida. 

Por otro lado, nuestras observaciones muestran que la secuencia ontogénica de la 

maduración en la médula espinal es similar en embriones incubados a temperatura 

feminizante y masculinizante, al comparar etapas equivalentes de desarrollo. Al 

comienzo del PST, la citoarquitectura de los niveles torácico y lumbar de la médula 

espinal rudimentaria con la sustancia gris y blanca pobremente diferenciadas. La médula 

anterior y lateral, aunque presente, está poco desarrollada, mientras que la médula 

posterior no está presente. Aunque las astas anterior y posterior no están claramente 

desarrolladas en la etapa 20, las raíces dorsales y ventrales ya muestran actividad de 

AchE. Nuestras observaciones con Dil muestran que en esta etapa los nervios sensoriales 

han hecho contacto con la sustancia gris de la médula espinal. Por su parte, las raíces 

ventrales ya formadas envían ramificaciones hacia la cavidad abdominal. Conforme 

procede el PST, la organización medular avanza de manera tal que entre las etapas 24 y 

27, las características citoarquitectónicas de la médula espinal madura se distinguen 

claramente. 

Así, el alto grado de maduración de la anatomía medular sugiere que esta es 

perfectamente capaz de integrar respuestas segmento-específicas de ·tennoregulación 

durante el periodo en el que el fenotipo de hembra ha comenzado a ser diferenciado. Una 

observación importante es que la región anterolateral de la médula espinal está, 

relativamente hablando, mejor desarrollada que el resto de la sustancia blanca, en 

cualquiera de las etapas de desarrollo analizadas. Se sabe que en muchos vertebrados las 

vías neurales responsables de la transmisión de la información térmica entre la médula 

espinal)' el cerebro corren a lo largo del sistema ventrolateral (Barr and Kierman, 1986). 

Así, nuestras observ"ciones hacen posible pensar que la información térmica puede 

enviarse desde los niveles bajos de la médula espinal hasta los centros de regulación 

té!ulica en eí ~cr~bro Gt!sde etapas tempranas del desarrollo. 
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Es importante enfatizar que la participación del cerebro, y en especial del 

hipotálamo, no es necesaria para elaborar respuestas termoreguladoras primarias que se 

sabe estan bajo control de los centros espinales. En otras palabras, la médula espinal es 

capaz por sí misma de integrar una respuesta específica a un determinado estímulo 

térmico (Nelson et al., 1984; Jessen, 1990; Simon, 1974; Satinoff, 1978). 

Nuestros resultados apoyan la hipótesis de que ei sistema nervIOSO podría 

participar en los procesos de diferenciación sexual por temperatura en las gónadas de 

embriones de L. olivacea. Estos datos también apoyan que la información térmica y las 

respuestas efectoras podrían ser enviadas de ida y vuelta al menos entre la médula espinal 

y las gónadas desde etapas muy tempranas del desarrollo embrionario, y durante el 

periodo sensible a temperatura (PST). 

La demostración de la existencia de termoreceptores centrales o periféricos, d~ la 

activación de neuronas en respuesta a los cambios de la temperatura de incubación, de la 

naturaleza de las señales neurales, y de los efectos de la denervación sobre la 

diferenciación gonadal, son algunos de los aspectos que tendrán que explorarse para 

evaluar adecuadamente los meritos de nuestra propuesta. 

En este momento, estudios prelin1inares realizados en el laboratorio (Jiménez­

Treja, Gutiérrez-Ospina, Moreno-Mendoza y Merchant-Larios, datos no publicados) han 

mostrado actividad neural en embriones de L. olivacea expuestos a estímulos de 

temperatura al mostrar inmunoreacción positiva para la proteina c-fos (Figuras 6 y 7). 

Aunque estos experimentos fueron realizados con embriones de la etapa 28 y animales 

. recién nacidos, los resultados sugieren que el sistema nervioso está lo suficientemente 

maduro para transmitir y posiblemente integrar información térmica en etapas muy 

tempranas del desarrollo. Estos resultados pues, apoyan la posible participación del 

sistema nervioso central en el proceso de diferenciación gonadal. 
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Se conoce que la inervación modula el desarrollo de los órganos blanco 

periféricos (Purves and Lichtman, 1987), y que los mensajeros químicos tales como la 

aceti\colina, las aminas biogénicas y varios péptidos liberados desde terminales nerviosas 

maduras e inmaduras funcionan como señales tróficas capaces de modular los programas 

de diferenciación de linajes celulares no neurales (Lauder, 1993). Al respecto, la 

presencia de AChE en las fibras nerviosas gonadales apunta a que la aceti\colina pudiera 

ser un candidato para evaluar su papel en el proceso de diferenciación sexual gonadal 

dependiente de temperatura. 

En apoyo a esta posibilidad se ha demostrado en otras especies de vertebrados, 

que la inervación colinérgica sensorial parasimpática juega un papel central en el 

mantenimiento de la estructura y función ováricas. Por otro lado, debido que las fibras 

catecolaminérgicas también muestran AChE en estadios tempranos del desarroJlo, 

nuestros resultados sugieren que también las catecolaminas podrían participar en el 

proceso de diferenciación gonadal dependiente de la temperatura. En apoyo a esta 

posibilidad, Merchant-Larios y colaboradores han mostrado la presencia de fibras 

nerviosas positivas a neurotensina en gónadas de embriones de L. olivacea durante el 

PST (etapa 25) (resultados no publicados); es conocido que la neurotensina co-Iocaliza 

con las catecolaminas en los nervios periféricos. La probable naturaleza colinérgica y/o 

adrenérgica de las fibras nerviosas gonadales es aún mas apoyada por la presencia de 

células inmunoreactivas al factor de crecimiento neural (NGF) (etapa 24 en adelante), en 

el parénquima ganada!. El NGF funge como factor qllimiotáctico y lTófico para las 

neuronas colinérgicas y adrenérgicas que dan origen a los nervios periféricos en los 

ovarios de vertebrados (Lara et al., 1990).Además de las implicaciones que nuestras 

observaciones tienen para entender la diferenciación sexual dependiente de temperatura, 

los resultados aquí descritos también se apartan de las posturas convencionales sobre los 

mecanismos de diferenciación sexual corporal en los vertebrados. 
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Diversos órganos muestran características estructurales, metabólicas y fisiológicas 

con dimorfismo sexual. Tales diferencias parecen emerger durante el desarrollo del 

organismo como resultado de las interacciones de las hormonas sexuales con los 

diferentes tipos celulares que constituyen cada órgano. Un ejemplo dramático de este 

fenómeno se observa en el cerebro cuya diferenciación sexual depende de las 

concentraciones locales de estrógenos. 

En otras palabras, se asume que la diferenciación sexual gonadal antecede a la 

corporal. Nuestras observaciones parecen estar en conflicto con esta posición. En 

embriones de Lepidochelys olivacea, la maduración estructural y funcional de la médula 

espinal parece alcanzarse antes de la diferenciación gonadal. De igual manera cuando las 

tasas absolutas de desarrollo son consideradas, el tamaño y maduración corporal en los 

embriones incubados a temperaturas feminizantes son mayores que en aquellos incubados 

a temperaturas maculinizantes, a cualquier edad embrionaria. Así, el desarrollo y tamaño 

del cerebro y del cuerpo son dimórficos mucho antes de que la gónada muestre signo 

alguno de diferenciación. Estas observaciones, junto con la presencia de inervación 

gonadal y la demostración de que varias estructuras en el sistema nervioso central 

responden a la temperatura de incubación de manera independiente de los niveles 

circulantes de hormonas sexuales, apoyan la hipótesis de que la temperatura induce la 

diferenciación sexual del sistema nervioso antes que aquella de las gónadas, a través de 

regular diferencial mente los tiempos de desarrollo. 

Estas observaciones son datos novedosos, no convencionales que muestran que en 

algunas especies de vertebrados, diversas características dimórficas sexuales del cerebro 

están determinadas por interacciones entre genes y factores diferentes de las hormonas 

sexuales, antes de que inicie la función gonada!. 
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CONCLUSIONES 

1. Existen fibras nerviosas en el parénquima gonadal durante el PST. 

2. Dichas fibras parecen ser de naturaleza colinérgica debido a que presentan reacción 

positiva para la enzima AchE. 

3. La entrada de las fibras a la gónada ocurre en las etapas 23/24 en adelante por lo que 

los efectos asociados a ellas, cualesquiera que estos sean, deben tener algún efecto 

sobre el fenotipo sexual. 

4. La inervación observada parece hacer contactos funcionales con células al parecer de 

tipo epitelial en el parénquima gonadal, debido a que las tenninales muestran 

imTIunoreactividad positiva para la sinaptofisina. 

5. El parénquima gonadal muestra células inmunoreactivas al factor de crecimiento 

neural que, en otros órganos en desarrollo, funge como quimioatrayente de fibras 

colinérgicas y adrenérgicas, así como factor de supervivencia para las mismas 

poblaciones neuronales. 
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Anexo 1 

Inmunocitoquímica para e-ros en cerebro y médula 
espinal de Lepidochelys olivacea 

Corteza cerebral 

Diencéfalo 

Médula espinal 
asta posterior 

Figura 6.- Fotomicrografias que muestran las dos principales zonas del sistema nervioso 
central de Lepidochelys olivacea en cerebro (corteza cerebral y diencéfalo), así como 
médula espinal (lámina 1, asta posterior). La expresión de c-fos con dos diferentes tipos 
de estímulos de temperatura, se hicieron evidentes en la etapa 28 y en animales recién 
eclosionados. Escala de barra 12!11ll; 



42 

Anexo 11 

cx 

Esquemas que muestran las principales zonas inmunoreactivas para la expresión de e-fos 

en el cerebro de Lepidochelys olivacea (etapa 28), para los dos diferentes tipos de 

estlmulos de temperatura utilizados (-20°C y +50°C). ex: corteza cerebral; HP: 

hipotálamo; T: tálamo; evo: corteza ventricular dorsal; NFDB: núcleo del fascículo de 

la broca; I11P: hipocampo; l~POL: núeleü paraolfatorio laterol; LGE: lá...T&i..'1a gra.'1u!ar 

externa. 
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ABSTRACT 
In embryos of different reptile species, incubation temperature triggers a cascarle of 

endocrine events that lead to ganad sex differentiatioll. The cellular and molecular mecha· 
nisms by which temperature sets in motian this process are still controversial. Here, we begin 
evaluating the possible participation of the nenrous system in temperature-dependent sex 
determination by showing the existence and origin ('If acetylcholinesterase (AchE)-positive 
nenre fibers in undifferentiated gonads of the Lepidochelys olivacea (L. olivacea) sea turtle 
putative male and female embryos, along the thermosensit1-.e period for sex determination 
(TPSD; stages 20-27). AChE-positive nerve bundles and fibers were readi1y visualiz~d until 
developmenta15tage 24 and thereafter. Dil injections and conf(lcal imaging showed that sorne 
ofthcse gonadal nerves aTise froro the lO\\-Ter thoracic and upper lumbar spinal cord levels, and 
might thus be sensory in na~ure. Because the vertE:prate spinal cord is capable ofintegrating 
by itself thermoregulatory responses with no intervention of uppermost levels of the central 
nervous system, we al50 evaluated spinal cord maturation during the TPSD. The maturation 
of the spinal cord was more advanced in putative female than in male embryos, when sex 
determination is taking place for each sex; this process starts and ends earlier in ma1e than in 
female embryos. Together these obsen'ations open the possibility that the spinal cord and the 
innen'ation derived from it could playa direct role in dri\'ing or modulating the process of 
temperature-dependent gonad sex determination andlor differentiation, particularly in 
femaleL. oliuacea embryos. J. Comp. Neurol. 410:90-98, 1999. ., Hl99 Wiley-Lis.s, Ine. 

Illdexin~ t.crms: \'ertchratc; sexual difTerentiation; hcterorhrony; brain; reptiles 

In the caurse ofvcrtebrate evolution, t\\'o major dc\'clop­
mental strategies h3\"e emerged to achieve ganad ~ex 
difl'crentiatian (Crews, 1994). In ane of :..hem, lhe cellular 
prace::;:;es unclel'Jying the undifferentiatcd gonad pheno­
typic fate primarily d<.:pend on the presence ami express ion 
of genctic determinants al the time of fertilization. In the 
second one, the ul'quisitio!"l ofthe gonad-specific phenotype 
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depends upon dynamic inleractions bctween environmen­
tal factors and the embryonic genome along prenatal 
development. 

In several oviparous reptile species, sexual differentia­
tian of the gonads is greatly sensiti\'e to changes in 
incuhation temperature. For instance, while incuhating 
sea turtle Lepidochelis oliuacea (L .olivacea) embryos al 
32°C yiélds female individuals, lower incubation tempera­
tures (27°C) give rise to male individuals (l\lerch::mt­
Larias et al., 1989). Sex reversal muy occur ir embryos 
initially incubated at female-biased incubation tempera­
tUTes (FbT) are switched ayer male-biased incubatiun 
temperatures (MbT), Uf vice versa, befare and during a 
critical developmental time known as the thennosensitive 
period for sex determination (TPSD): a period during 
which the ganad phenotype is progressively determined in 
a given population of embryos (Gutzke and Chymiy, 1988), 

Cellular pracesses underlying temperatureMdependent 
ganad sex differentation are not completely understaad. It 
has been hypothesized, nonetheless, that incubatian tem­
perature may regulate the capacity of undífferentiated 
gonads to aromatized C-19 steroid derívatíves (i.e., testosM 
terone) to estrogens (Crews, 1996; Crews et al., 1994, 199ó; 
Lance, 1997; Merehant-Larios et al., 1997; Pieau et al., 
1982; Spotila et al., 1994; Rhen and Lang, 1994; Wibbels et 
al., 1994; Wibbels and Crews, 1995). In this seenario, FbT 
would increase testasterone local conversion ta estro gens 
by augmenting p450 aroma tase gonads concentration and 
thus its activity (Desvages et al., 1993; Dorizzi et al., 1994; 
Riehard-Mereier et al., 1995; Wibbels and Crews, 1994; 
Lance and Bogart, 1991). Since estrogens have feminizing 
effects on devcloping embryos (Bull et al., 1988; Dorizzi et 
aL, 1991), increments in gonadal estrogen production 
would trigger the o",rarian differentiation program (\VibM 
beIs et al., 1993). In eontrast, MbT would inhibit aro­
matase gene expression, leading to reduced gonadal estro­
gen concentra Hons. Low gonadal estrogen concentration 
would in turo be incapable of overriding the activity ofthe 
constitutively expressed enzyme testosterone reuuctase 
(Crews et al., 1994), an enzyme responsible for converting 
testosterone to dihydrotestosterone (i.e., the masculinizM 
ing hormone) CWibbels et al., 1992). In the mechanism 
described aboye, tcmperature and local estrogen concentraM 
tions exert synergistic effects in determining the gonad 
phenotype (Crews, 1996; Wibbels et al., 1991). Indeed, 
while incubation temperature commits the gonads toward 
a particular phenotype, the presence 01' absence of estro­
gens consolidates such a commitment, making it progresM 
sively deterministic. In addition, the hypothesized constiM 
tutive express ion of testosterone reductase sets thc maIe 
phenotype as a default state (se e also DOrlzzi et al., 1996; 
Lance, 1997). 

While the mechanism outlined above frames a likely 
explanation as to how temperature-dependent sex differen­
tiation proceeds (although see \Vhit~ and Thomas, 1992; 
Lance and Bogari., 1991, Sabme-i'.léndcz ct al., 1998), 
littIe is known about the actual cellular processes respon­
sibIe for activating such el cascad e ofevents. Recent in vivo 
stndies have led to the propo:5al that incchation tempera· 
tu.tE! might directly rt!gubtc the eXpreS5!On of glln¿d.:.t! 
canoidC):.c genes (Spotila et aL, 1994l--e.g .. aromuta5c 
gef!e-'3uggesting tbe E'xistence ofiatli!lsic ~C)mdal thenno­
sensors. In vitro experiments using org:--:'':1otypic cultures 
showed, however, the inability ofisolated undifferentiateu 

ganad:; to directly respond to incubation tcmpel'aturc 
changes CMerchant-Larios and Villalpando, 19901. In lrlls 
regard, it is worth recalling that vertebrate evolution has 
cl'E:ated 50phisticated neural systems to monitor environ­
mental temperaturc through changes in body surfacc 
tcmperature (Hensel, 1973; NelsDn et al., 1984; Satinoff, 
1978J. In a broad sense, these systems convey heatlcold 
information from thermosensol"S laid down on the body 
surface to central structures of the nervous system. Atter 
receiving and integrating therrnal infonnation at spinal, 
brain stem, and diencephalic levels, the ner.·ous system 
sets on a series of level-specific effpdor responses whose 
final goal is to regulate segment or whole body tempera­
ture (Hensel, 1973; Jessen and Mayer, 1971; Jessen et al., 
1972; Mereer aud Simon, 1984; Nelson et al., 1984; Riedel 
et al., 1973; Satinoff, 1978; Simon, 1974). It is then possible 
that structures ofthe nervous system could sense incuba­
tion temperature, transduce it, and trigger or modulate 
sex differentiation in reptile species. 

That the developing reptilian brain might be eapable of 
responding to changes in incubation temperature has 
reeonUy been shown by Coomber et al. (1997) and Salame­
Méndez et al. (1998). These two groups showed, respec­
tively, that distinct regions of the lizard and sea turtle 
hypothalamus adjust their oxidative metabolism and capac­
ity to aromatize testosterone to incubatian temperature, in 
a way independent from sex hormones circulating levels. 
Furthermore, l\lerehant-Larios et al. (1989) showed the 
presence of nerve tracts running through the ganadal 
parenehyma soon after the TPSD had ended (lvIerehant­
Larios et al., 1989). Finally, the existence of sensory and 
visceral cholinergic parasympathetic (Bulmer, 1965: Bur­
den and Lawrenee Jr, 1978; Burden et al., 1983), as well as 
aminergic sympathetic nerves (Ben-Jonathan et al., 1984; 
Stefensoll et al., 1981) having regulatory and trophie 
functions in adult marnmalian gonads (Burden and 
Lawrence Jr, 1977; Gerendai, 1988), has been documented. 
With aU these data in rnind, the present study evaluated 
the possible presence, origin, and phenotype of gonadal 
nerve fibers in the sen tnrtle L. olivacea embryo gonads, 
along the TPSD. Since the spinal cord itself is capable of 
integrating thermal informatiQn and elaborating basic 
effector responses with no intervention of other, uppermost 
central nervous system thermosensitive structures (Jes­
sen and Mayer, 1971; Jessen et al., 1972; Riedel et al., 
1973; Simon, 1974), we also analyzed the degree of the 
spinal eord maturation as the TPSD proeeeded. 

MATERIALS AND METHODS 
In oviparous reptilian specic.:; whose pre-hatching devel­

opment is sensitive to incubation temperature, higher 
incubation temperutures accclerate the rate at which 
embryonic de\'clopment and grO\vth proceed. This results 
in dramatic difIerences in body size and maturatian among 
effibryns rlP'",,·eloping at higher and lower incubabon tem­
peratures, when they are compared using an absolute 
developmental timetGble. To equate the development of 
embl'yos im:ubated at ditferent temperatures, a stage­
b[lscd de\'eloprnentL¡} scheme \vhich considers the external 
cmbryonic an:ltomic,11 feat.ure5 has been proposed. Such a 
scheme .1110\\"s cOlllpa:'i::ions among similar-s~aged em­
hryos incübatcd at difl'.::rent temperatures based upon the 
rclativc, as opposcd to the ahsolute, embryonic do::velopmen-
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Fig.1. Photomicmgraphs shov.ing t.ransverse $ections histochemi­
cally stained for acetylcholinesterase (AChE) at d€,yelopmcnta! stages 
24 (a) and 26 (b). The existence of cortical (a) and medullar (b) 
AChE-posith-e ner\'c fibcrs (arTow heads) was consistently docn­
mented between these two stages. Although these sections \Vere taken 
from p.mbryos incubated nt feminizing tcmperatures. the .;;;ame devel­
opmental pattern \Vas ob!:ienred in embr)'Qs lncubated at masculiniz-

tal time. This relativ€ scale was the ane uSl?d in the 
present study to carry out comparisons of embryos incu­
bated nt difierent tempera tu res. 

The thermosensitive penad for sex detel'mination in 
which the gunad phenotype is determined in L. olivacea 
embryos spans between developmental stages 20 and 
27(Merchant·Larios et al., 1997). For embryos incubated 
at :MbT (27°C), this period occurs between stages 20 and 
24; whereas in those incubated at Fbl' (32°C), it takes 
place later·-behveen stages 24 and 27 (Merchant-Larios 
et al., 1997), This is true despite the accelerated develop­
mental rate showed by the latter group of embryos. 
Therefore, om- studies were restricted to nominally male 
and female embryos between those develapmental stages 
corresponding to the L. olivacea TPSD. 

Sample collection and tissue processing 
Lepidochelis olivacea eggs were callected fram three 

nesr':. immediately after oviposition on La Escobilla beach 
(96°2T16"W, 15°40'36" N), Oaxaca, México. The eggs \Vere 
transferred to the labaratory in vermiculite-made humid 
simulated nests. For each nest, half of the eggs were 
randomly incubated at FbT and the other half at MbT. A 
series of eggs (fOUT to six individuals/age/technique) \Vere 
removed from both temperature stocks throughout devel­
opmental stages 20 to 27. Embryos were carefully eviscer­
ated under a dissecting microscope and fixed in either 4% 
buffered parafonnaldehyde, pH 7.4, for 1.3 hours or in 10% 
buffered fonnalin, pH 7.4 (see below). After overnight 
cryprotection in 20% buffered sucrose, pH 7.4, paraformal­
dehyde·fixed embryos were embedded in Tissue·tek II and 
sectioned transversally (20 pm) in a cryostat. Sections 
were then processed far acetylcholtnesterase (AchE) histo­
chemistry following the protocol described by Bulmer 
(1965). Ethopropazine hydrochloride was used as inhibitor 
for nonspecific cholinesterases. Since ene main goal of the 
present study was to pro\'ide anatomical evidence on the 
poten ti al ability ofthe ner\'ous systern to transmit thermal 
inform::ttion, our decision to use AChE histoch<::mistry was 
based on pre\'Íous reports showing sensory cholinergic 
parasympathetic innervation in mammalian ganad s (Bur-

,~, 

ing temperatures when compared at similar developmental stages. 
e: Portial, computer-generated. color-coded 3D-reconstruct:ion depict­
ing lIle o\'erall distribution ofmedular and cortical nerve tracts in the 
middle third ora 26-staged, nominally female ganad. J\1edial (m) tracts 
are color-coded in blue, and lateral (l) tracts in red. 111e inEet shows an 
upper \"iew 01" the madel. The ganad's surface is shown in yellow 
(Scales bars = 100 um). 

den et aL, 1983; Gerendai. 1988), Serial sections of AChE 
stained tissue \Vere digitized and segmented eaeh to 
isalate the ganad borders and its intrinsic innervation as 
described by Barrios et al. (1998), This allowed the cre­
ation ora partia13D-reconstruction that greatly facilitated 
the visualizatian of spatial distribution of AChE nerve 
tracts within the gonads' parenchyrna. In addition, be~ 
cause previous studies showed that ganadal parasympa­
thetic sensory innervation reaches the spinal cord m its 
10\Ver thoracic (T10-T12) and upper lumbar (L1-L2) levels 
<Burden et al., 1983), we made small multiple·pressure DiI 
injections at those spinal cord segments in formalill-nxed 
(von Bartheld et al., 1990), 20· and 24·staged female 
embryos (Fig. 2a). Afier keeping the Dil·injected embryos 
in 10% formalin at 37°C for over a month, whole-mounts 
were imaged using an Argon laser PCM 2000 confocal 
microscope (Nik.)n) equipped with a 515/30 barrier filter. 
Four images were captured and averaged for each optical 
slice. The final reconstrucnon for each image was oh­
tained, projecting tbe maximum value for every pixel 
throughout slices. An additionaI set of formalin-fixed em· 
bryos was used to evaluate the degree of the spinal cord 
maturation in eresy} violet-stained paraffin transverse 
secbons (8 11m). All bright field photomicrographs (Figs. 1 
and 3) were elaborated, with no manipulation, by using 
microscope images directly obtained froro histological 
samples and digitized with the aid of a computer imaging 
analysis system. Photomontages (Fig. '3) were created by 
manualIy aligning corresponding, individual images using 
IPLab 3.1 software (Scanalytics, Inc.). AlI protocols de· 
scribed above were approved by local animal rights commit­
tees at the National University of México and SEMAR-
",. .. n L'n.r. 

RESULTS 
Gonadal cholinergic innervation 

duringTPSD 
Nerve tracts and fibers were undoubtedly identified 

from developmental stage 24 and afterwards (Fig. 11. They 
appear first at the subcortical region entering the gonad's 
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parenchyma frOnl the gonad·mesonephric boundary. Sub­
cortical fibers then run bordcring the free surface of the 
ganad. Afferents inncrvating the medulla. on the other 
hand, arise froID the ganad hillium and grow radially 
tO\'Io'ards the cortical regian. This an'angement. however, is 
not present in every scction. suggesting that gonads' 
inncrvation 15 SCb'1Tlental. 

The developmental pattern and spatial arrangement of 
AChE-positive innervation described aboye \Vas analogous 
in similar-staged embryos incubated at FbT and MbT 
temperatures. Innervation i5, therefore, relatively well­
dcvclopcd in female embryos at the nn¡;pt of the sex 
differentiation periad (stages 24 to 27), In contrast, males 
have no AChE-positive innervation while their sex differen~ 
tiation period (stages 20 to 24) is taking place. 

Origin of gonadal innervation 
Previous studies have documenled the existence of 

intrinsic neurons in the mammalian ovary (D'Albora and 
Barcia, 1996). We thus evaluated whether gonadal nerve 
fibers had a central nervous system origin, despite the fact 
that intrinsic gonadal neurons have nút been described in 
reptiles yet. Di! multiple injections at dorsal regions ofthe 
spinal cord thoracic and lumbar segments demollstrated 
that nerve fibers in undifferentiated gonads are indeed 
anatornically as~ociated to sensory regions of the spinal 
cord (Fig. 2). In addition, confocal micJ"Oscopy irnaging 
shows that nerves enter the undifferentiated gonads at 
different segrncnts along their longitudinal axis (Fig. 2c). 
Finally, sroall Di! injections directly applied into the 
hillium (Fig. 2d) and parechyma (Fig. 2e) confirm the 
presence af innervation in embryonic gonads at stage 24. 

Spinal cord maturation pattern during TPSD 
Since ganad innervation seemed to arise fram lower 

thoracic and upper lumbar segments, we described ana~ 
temical data obtained enly frem these spinal cord levels 
during TPSD. In addition, beeause no majar differences in 
the spinal cord anatorny were observed among embryos in 
ongoing eonsecutive developmental stages, the anatomieal 
description will be presented on an "every~other~stage" 
basis. 

Stage 20 (Fig_ 3a,bJ_ At the on,et of the TPSD, the 
developing L. olivacea spinal cord shows two cytüarchitec­
tonic regions. The innermost stratum matricis (i.e., ependi­
mal layer) where neurogenesis is actively taking place, 
and the outermost stratum zonale itself, subdivided in twó 
di5tinct layers: the internal mantle layer that will deyelop 
into gray matter, and the external marginallayer thut will 
form the white matter. The relative thiclmess of both 
strata is roughly equivalent. \Vithin the stratum zonate, 
the marginallayer is clearly thicker than the mantle layer. 
Both observations are true only for the ventral-halr portian 
ofthe spinal cord, since the dorsal~halfis clearly underde~ 
veloped. Our data then support a gradient where ventral 
spin~1 cor¿ reg!ons devp.lnp prior to those dorsally located: 
a developmental pattcrn previously demonstrated for many 
other '1ertebrate speeies. 'I\vo interesting observations are 
that the antervlateral regil1n of the latl,;>ral eord is re!a~ 
tively thi-:::kcr than the re~t úf thp venbolc:!cral whjte 
matter. a:ld that :::ensorv atTi:rents havE" alreadv :reached 
the dorsal region of the· srinal cord in spite of": the pOOl' 

differentiation oí' the posterior cords ana dorsn] h0nlS. 

Similarl)'. \'entral spinal ruots \Vere relatively well diffcren~ 
tiated albeit ventrai horns "'E:re clearly underdeveloped. 

Finally, a light AchE~positive staining concentra tes at the 
sensory afferents entry point into the spinal cord. and at 
the presumptivc ventral horn region in the gray matter. A 
few neurons and fibers in the dorsal rGot ganglion displ:.1y 
positive AchE reactiun product. 

Stage 22 (F(q. 3c,d). At developmental stage 22. 
stratum matricis has dccreased its absolute thickness. Thc 
mitotic figures, while still numerous, are clearly dimin~ 
ished relative to the t\vo previous developmental stages. rn 
contrast, the stratumzonale thiekness increases in compari~ 
son to that observed in preceding stages. Thc expansion of 
thc stratum zonale is associateil mainly with the growth of 
the mantle layer. The number of migrating and differenti~ 
ating neurons increases, and no obvious changes in the 
marginallayer dimensions are seen in respect to previous 
stages. Once again, these changes are more obvious at the 
ventral-half than at the dorsal-half portion of the spinal 
cord. The anterolateral region ofthe lateral cord is still the 
most developed part of the white matter. An increased 
number of both sensory afferents reaching, and motor 
fibers leaving the spinal cord are seen when this develop~ 
mental period is compared to stages 20 and 21.At stage 22, 
ventral horns and posterior cord rudiments beco me readily 
observable. The intensity of AchE staining inereases at 
both the sensory afferents spinal entry site and ventral 
horns. AlightAchE staining is now evidcnt throughout the 
rest of the spinal cord gray matter. Increased number of 
dorsal root ganglion neurons and fibers show AchE~ 
positive reaction. Ventral spinal roots are well developed 
and positive to AchE. 

Stage 24 (Fig. 3eJ). At developmental stage 24, stra­
tum matricis has decreased significantly its thickness. The 
mitotic figures deerease further relative to previous devel~ 
opmental stages. The stratum zanale thickness greatly 
¡nereases since both the mantle and marginal layers 
augment their width. Relatively speaking, the number of 
migrating neurons becom€ redllced, while neurons show~ 
ing a more differentiated phenotype increase in nwnber. 
As [or previous stages, the spinal cord features described 
aboye are more tvident in its ventral-half portian. Spinal 
cord ventral. lateral, and posterior cords are well devel­
oped, although the lateral eord·s anterolar,ernl regioo 
remains the thickest part of the white rnr.tter. At ihis 
stage, ventral and posterior horns are readily seen, and 
the spinal gray matter shows an homogeneous AchE 
staining pattern. Both ventral and dorsal spinal roots are 
well developed and reactive to AehE. Dorsal root ganglion 
neurons are al so highly reactive to AchE, 

Stage 26 (Fig_ 3g,II)_ At developmental stage 26, 
Rtralum matricis i8 decreased at ita maximum. In fuct, in 
sorne segments, the ependimal layer morphology I"e­
sembles that of the mature spinal eord, 001)' a few mítotic 
figures are seen and largely circumscribed to the dorsa! 
region of the stratum matricis. In contrast, the stratum 
zanate has greatly expanded and differentiated. The mantle 
layer gray matter dispiays a !:ieetuiug1y ¡j-(<ltU,e geülr~etry; 
ventral ano dorsal horns are weH developed and neuronal 
phenotype.; eharaderistic Qf different spinal cord bminae 
become c1.:oarly recosn;zable. A150, the white mattei' seems 
fully urgan.tz-?d with thC' él:l.tcrior, lateral, and posterior 
caras \',ell rlevelnped. Ac:hE e.ctivir,y is intensf!, albeit 
hete¡ogen80us, throughout t:i-;:e spina! gray mutter, dursal 
and ventral roots, and d01"3ul root ganglio n neuronal 
population. 
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Fig. 2. Fluorcscent confocal ¡mages illustrnting the development 
snd pallern of urogenital erest inner\'stion in whole-mount female 
embryo preparations following Di! injcctions in lhe dorsal spinal cord, 
at developmental stages 20 (3,h) and 24 (c,d,e), At stage 20, Dil 
injections inl.Q thoracic and lumbar dorsal gpina! cord segments 
re\'ealed lhe penetratían of\'ery few afferents (arro ..... head), presum­
ably scnSOT)' (see texU, into lhe dcveloping spina] cardo Al de\'clopmen-

Thl' dc\'clopmental sequcncc orthe spinal cord dcscribcd 
abo';::- i~ again eq'..!!valen.t in s!milar-<;f:'lgprl pmhryos incu­
bated at FbT and MbT. Thus, the degree of spina! card 
maturation and organizatjon is more ad\'anced in remale 
than male embryos al the onsel of lhe sex delermination 
periodo 

DISCUSSION 
In several replile species, ganad sex differentiation 

dcpends upon dynamic interactions between environmen-

G. GUTIÉRREZ-OSPI~A ET AL. 

tal stage 24. the patterning ofinncrvation is quite ad\·anced. Ncrves 
branch extensi\'ely o\'er the abdominal cavity and urogcnita1 crest. At 
this stage, only a fe\\' fibers (arro\\') ha\'e entered the gonads. Finally, 
injections directly placcd ¡nto thc ganads parenchyrna demonstrate 
the existence ofnerve fibers (arra""') running through it. T, thoracic; L, 
lumbar; ug, urogenit.al crest; se, spinal cord. Scalc bars ;::: 100 pm in 
a-c; 50 pm in d, e. 

tal, hormonal, and g('netic factors (for a recenl re\'icw, see 
Lance, 1997). Although cnclocrine messengers may playa 
Tather significant role in mediating such interactions, 
little is known about the mechanisms by which tempera­
tUTe triggers the endocrine milieu modifications needed for 
the ganadal sex differcntiatinn process lo be turned on. It 
has becn pre\'iously implied that tcmperature might di­
rectly modulatc the cxpression of candidale genes, passi­
bly through activating lhermosensiti\'e prarnotcrs (see, for 
instance, Spotila et al., 1994). Experimental e\'idence 
supporting this contention, ho\',re\'cr, is as yet fragrnented 
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Fig. 3. Photomicrographs and montages of female spinal cord 
transverse sections stained with cresyl violet aod acetylcholinesterase 
histochemistry. Both senes of photomicrographs clearly show the 
¡>¡'ogressive emergence ofspinal cored cytoarchitecture between devel­
opmental stages 20 and 26. Notice the high degree of spinal cord 

and rather indirect to rise any salid conclusion OB this 
direction (Lance and Bogart, 1991; !vlerchant-Larios and 
VilIalpando, 1990; Salame-Méndez et aL, 1998; White and 
Thomas, 1992). 

Since nerve centers at different levels ofthe neuraxis are 
capable ofintegrating thermal information and generating 
segment-specific effector responses (Satinoff, 1978), an 
interesting alternative is that the central nervous systern. 
could provide a temperature-dependent signal for the 
undifferentiated ganad to turn on/off the testis or ovary 
developmental programs. In this scenario, the central 
nervous system might ad on the gonads differentiatioIl 
process at distan ce through a temperature-dependent 
release of hypothalamic-pituitary gonadotrophic hor­
mones (e.g., White and Thomas, 1992). Also, the central 
nervous system could act more directly by sensing incuba­
tion temperature and releasing local messengers fram 
nerve tenninals located c10se ar within thc gonadai paren­
chyma, then~by affecting the ganad differentiation pro­
g:nnns. This woultl nOL b~ enttrcly snrPt:ising siIlf:e it Is 
known that developing ner.'t.';:: modubte tht.: pl'ogression of 
}ieripheral targets' devt"lopmental programs (Pllr:I?3 and 
Lichr,!\H,l.n, 1987), Thu5, in thz pre5cnt ",,'(¡rk, \,'e oegin 
p.valuadng the pos~ible p~!rticipatlon ofth(; spinal cord and 
the innc¡",'atiou clcrived from it on ten::perature··depcudent 
sex detennination in sea turtlc L. olivacea embryos. 

Acety Ichol inesterase 

diifercntiation reached by stages 24 and 26. This pattern of matur::¡· 
tion is the same in embryos incubated at female- and male-biased 
incubation temperatures, sm. stratum matricis; mi, mantle layer; m, 
marginal ¡ayer: pr, posterior cord: dh, dorsal hom: Ir, lateral cord; vh, 
ventral horn; af, anterior cord. Scele bar := 500 pm. 

Integration of present results 
Our results demanstrate the presence af AChE-pm,.;itive 

nen'e fibers in the gonads parenchyrna during the TPSD. 
These fibers werc c1early identified belween dt>n~loomen­
tal stages 24 and 27, but not befare this time. Alth01;gh we 
recognize that the presence of nen'es alone is not enough 
to confirm their participation in temperatul'e-dependent 
sex determinatian, it is important to recall that still­
growing axons have the ability and the basic machinery to 
spontaneously release minute, but physiologically sib'llifi­
cant, amounts ofneurotransmitters befare contacting tJlcir 
final targets, even in the absence of anatomkaUy mature 
synaptic contacts (e.g., Hydon and Zoran, 1993; Hylon aIld 
Drapeau, 1995; Fletcher et al., 1991). Thus, the existence 
ofnerve fibers during the TPSD suggest the participation 
ofthe nervous system in the L. alá'acea gonad determina-
I-: ... ~ ...... .1/ ...... ,..¡;fr ..... ant; ... t;nn ""'-nl",:)<:;C: 

",uiÚ~~·;f~;ll;·d;~·;i~"~;d~~·~~:; t~~;ts were readily seen only 
hetween stages 24 and 27, our observations suggest that 
s ..... tch an innl'n'aiion may be m0rc important for the 
prOL:ÚSS of cietermin3tioll cf fema1e rather t.h<.m male 
p}¡~notype,~, hldet>d, (lt::l.~rminati:.I:l of testes in L. oli,:a.cca 
embrYl\ on'Ul' e~l.rlú~j' (:,ta;;es 20·-23) than in ovaries (stages 
24-27) (l\lerchant-Lflrio3 et al., 19971. This conclusion al so 
strengthens the nohon that males are a default state in 
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SOIl1é' reptile .~~)ecii:'s (sec aJ::o Dariz;:;! ct al., 1996; Lance. 
1997). 

OUT ohs!;·l'vP..tiúns ,Sh(IWcd that t he dcvGlopmental se· 
quence of spinal cord m:1turation !s alike in sirnilarly 
stnged maJe and female cmbryos. At the bp.ginning of the 
TPSD (stago 20), the thoracie 'and lumbar levels of the 
spinal cord have a rathe1' rudimentary structure with both 
the white and gray matter poorly differentiated. The 
anterior and lateral cords were already present albeit 
underdeveloped, whereas the posterior cord was cssen· 
tially absent. Although the anterior and dorsal horns weTe 
not clearIy identificd by dcyelopmental stage 20, AChE­
positive ventral and dorsal nerve Toots were already 
formed. At stage 20, ventral nerve roots have left the 
spinal cord and started to branch oyer lhe abdominal 
cavity, .. vhile their dorsal cuunterpart reached the dorsal 
spinal eord entry point. As the TPSD proeeeded, the 
mature·1ike pattern of spinal cord organization progres-
5ively emerged so that, bet",een stages 24 and 27, a11 major 
features of the mature spinal cord cytoarchitecture and of 
its afferentJefferent fiber system are clearly recognizable. 
Thus, the higher degree ofspinal cord anatomica! matura­
tion between stages 24 and 27 suggests that it might be 
perfectly capable ofintegrating level-specific thermoregu­
latory refiex responses, at the time when fernale phenotype 
is be.ing dete~·mincd. 

An import¡]nt observation is that the anterolaLeral re· 
gion of the lateral cord is, relatively speaking, better 
developed than the rest of the white mattcr at any given 
developmental stage analyzed. This is ofinterest since, in 
most vertebr.:3.tes, neural pathways responsible for trans· 
mitting thermal information between the spinal cord and 
the brain run through this area (Barr and Kierman, 1986). 
Our obseI\lation, then, makes feasible that thermal infor· 
mation could be sent to upper leveIs of the neI\lOUS system 
at very early developrnental stages. Regarding this point, 
ongoing anatomicaI studies in the Iaboratory have shown 
that hypoth3!amic maturation parallels, to sorne extent, 
that seen in the spinal cord of putative male and female 
embryos (Gutiérrez·Ospina and Merchant·Larios, 1l11pub· 
lished observations). It i8 important to emphasize, how­
ever, that brain Rtem and hypothalamic participation is 
not required to have primar)" thermoregulatory responses 
that are known to be under control ofthe spinal cord reflex 
function (Simon, 1974; Satinoff, 1978). 

Implications for temperature-dependent sex 
determination 

In short, our results support the hypothesis that the 
central nervous system participa tes in the process of sex 
determination andlor differentiation of the L. olivacea 
embryonic gonads. Our findings also suggest that thermal 
information and ciTector responses could be sent back und 
forth at lcast between spinal cord and gonadal targets 
e\"('n at "ery carl)" developmental stages along the TPSD. 
1t 1!=; thll'::; like-Iy that the ner:nus f:y~t~m cou1d prü, .. ide a 
chcmical messengcr to triggcr andlor modulate gonadal 
diffcrentiation after rcceiving tcmperature information 
from the cn\'ironmcnt. Expcriments aimed at demonstrat­
ing thc existence of temperature·sensiti\'c pcripheral or 
central reccptors. the acti"ation of ('entral J1C'urons to 
incubation tempcrature changes. the hiochemical nature. 
tcmperature depcndcncy, localization, and physiological 
role ofthe neural signal(s) and its (theirJ receptor(sl, and 
the effects of peripheral dcnen'ation on the gonads pheno· 
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t.\rp~ in animals in~ubat.ed at differem le:npeJ'atul'e3 are 
among several i5S1.1<.>5 tr.3t rL'~ed to be adc1res5ed :0 fully 
evaluate the merits 01' our proposal. 

In spite ofthese iS5ües, it has been kno\\'ll for a long' time 
that peripheral innervation modulates the dc\'elopment of 
periphcral targcts lPurvcs and Lichtman, 1987), and that 
chemical messengers such a3 acetylcholine, biogenic· 
amines, and val;ous peptides released by fully mature and 
immature, still-growing peripheral nerves function as 
trophic signals capable of modulating the ditTerentiation 
program of seyeral non·neural cclllinages (Lauder, 1993). 
In this regard, the presence of AChE activíty in gonadal 
ner"e fibers pin points the acety1choline as a candidate 
messenger to evaluate its role on the L. olivacea tempera· 
ture·dependent gonadal sex determination andlor differen­
tiation. 'rhe sensory, choIinergic nature of embryonic go­
nadal innervation is further supported by the labeling of 
goqadal ne-rves after injeciing Di! into dorsal, lower tho­
racic, and upper lumbar spinal wrd 1evels. It has been 
documented in other vertebrate species that gonadal sen­
sory cholinergic parasympathetic innen'ation arises from 
these spinal cord le\'els (Burden et al., 1983; Gerendai, 
1988). A note of caution must be made sincc de\'eloping and 
mature aminergic fibers might also show AChE activity 
(Burden and Lawrence, .Ir, 1978). In fact, Merchant·Larios 
and coworkers have recently demonstrated the presence of 
neurotensin·like immunoreactivity in gonads' nen'e fibers 
duringthe TPSD (unpublished results). Because neuroten· 
sin co-Ioealizes with cateeholamines (Hokfelt, 1991; Blaek, 
1994), these obser\'ations indirectly support the existence 
of catecholaminergic fibers in undifferentiated gtmads. 
Thes~ uncertainties, by no means, hamper the significance 
ofthe results and l10velty ofthe views proposed here. 

Far-reaching conclusions 
Besides potential implications of thesc observations for 

our understanding on temperature-dependent sex diñeren· 
tiation, the present results also present a departure from 
conventional \'iews on mechanisms of vertebra te body sex 
differentiation. Diverse organs display sexuaIly dimorphic 
metabolic and functional features. 8uch differences seem 
to arise during de\'elopment as the result of interactions 
among sex hormones and distinct cells types within each 
organ. A drama tic example ofthis phenomenon is obseI\led 
in the rnarnmalian brain ",hose structural, metabolic, and 
beha"ioral sex differentiation is thought to depend on local 
concentrations of estrogens (Gorski, 1984; although, see 
Arnold, 1996J. It is ihen generally assumed that gonad sex 
differentiation and the onset of their cndocrine function 
precede sex differentiation of other body organs LArnold, 
1996). Our obsenrations together with pre"ious results are 
at odds ",ith this vie\\'. In L. olivacea embryos, maturation 
of the spina} cord, and likely of other central nen'ous 
systcm regions (see aboye), is aitained in both sexes before 
gonada} differentiation-at least from a structural point of 
yie: ...... ·. Abu, wllcJI ausoluie rates oideveiopment, as opposed 
to relativc de\'clopmental rates as considcJ'cd in this papero 
are takcn into account, female body sizc and maturation is 
more ad\'anccd than in their male counterparts at any 
givcn chronological age 01erchant-Larios et al.. 1997l. 
Brain and body size amI de\'elopment are therefore sexu· 
alIy dimorphic long before thc gonad parenchyrna displays 
::my struciural indication of sexual differentiation. These 
obsen'ations together ' ... ·ith the presence ofwell.dcveloped 
innen'ation in nominally female gonads, and the demon. 
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stration that central nervous system structures respond to 
incubation tcmperature in a \ .... a)' indcpcnrlent from sex 
hormones circulating levels (Coomber el al., 1997). 5upport 
the hypothesis that temperature might first prime sex 
ditl'erentiation in the central nerVQUS systcm (and proh­
ably in the whole bodyJ befare acting on the gonads, 
through differentially regulating their developmental time­
table {i.e .. dcvclopmental heterochronyl. Our conclusion 
agrees \vith novel, noncoovcntional data showing that in 
sorne vertebrate species, several dirnorphic features of the 
bruio are likely determincd by complex interactions be­
tween genes and tactors other than sex hormones, befare 
the onset ofgonadal function (Arnold, 1996). 
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