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Resumen

Las tortugas marinas tienen determinacion sexual dependiente de la temperatura
(DST). Durante el desarrollo embrionario, la génada bipotencial se diferencia en
testiculo u ovario segun la temperatura de incubacion durante el periodo sensible
a la temperatura (PST). El rango de las temperaturas de transicion (RTT)
corresponde a las temperaturas masculinizantes (TM) y feminizantes (TF) que
producen 100% machos y hembras, respectivamente. En medio del RTT se ubica
la temperatura pivote en la que se determina un 50% de cada sexo. Aunque
sabemos que el RTT varia entre especies e intraespecies segun la latitud, la
mayoria de los estudios se han hecho en el laboratorio empleando temperaturas
constantes. En condiciones naturales, los embriones de las tortugas marinas estan
expuestos a influencias internas y externas. En el presente estudio analizamos el
efecto del calor metabdlico (CM) sobre la proporcién en nidos de la tortuga golfina
Lepidochelys olivacea. Obtuvimos los perfiles de temperatura en nidos con
embriones en desarrollo y en nidos con huevos simulados y analizamos los
promedios de los dos tipos de nidos. Los perfiles de temperatura fueron
analizados considerando cada uno de los tres tercios y el total de la duracion del
periodo de incubacién. Realizamos dos experimentos en diferentes periodos del
afio. Encontramos un evidente efecto del CM sobre la temperatura durante el
segundo y tercer tercio de la incubacién; sin embargo, el efecto del CM sobre la
proporcion de sexos no fue significativo. Probablemente debido a que, el promedio
de temperatura de cada uno de los dos experimentos se ubico en los limites del
RTT: uno fue 100% feminizante y el otro fue practicamente masculinizante (2.2%
de hembras). Nuestros resultados sugieren que, el CM influye sobre la proporcion
de sexos cuando el promedio de temperatura del segundo tercio se encuentra en

valores intermedios del RTT.



1. Introduccién

1.1 Cambio climatico: efecto en los ecosistemas

El clima es considerado como el promedio de las variaciones en las condiciones
atmosféricas (viento, humedad, radiacion solar, entre otros) que ocurren durante
periodos cortos de tiempo. De esta manera, el cambio climético se refiere al
cambio estadisticamente significativo del clima que persiste durante periodos
prolongados, y son causados por procesos naturales internos y antropogénicos
externos (IPCC, 2019a). Una de las causas mas importante del cambio climatico
antropogénico es la acumulacién de gases causantes del efecto invernadero. A
partir de la revolucion industrial, los gases de efecto invernadero han causado un
aumento considerable en la temperatura global (Jia et al., 2019;

VijayaVenkataRaman, Iniyan y Goic, 2012).

Si la temperatura del aire superficial de la tierra (tanto en continentes como
océanos) tiene un aumento promedio en un periodo largo (generalmente 30 afios,
aunque puede ser una década Unicamente) se le denomina “calentamiento global”
(IPCC, 2019a). En el quinto reporte del grupo intergubernamental de expertos
sobre cambio climatico (IPCC, por sus siglas en inglés), se registré que de 1880 a
2012 hubo un incremento promedio de la temperatura global de 0.85°C (IPCC,
2014). Sin embargo, recientemente se publicé que en algunas regiones del mundo
se han registrado aumentos hasta de 1.5°C (Allen et al., 2018). Otras
consecuencias del cambio climético son: el aumento del nivel del mar, el aumento
de la temperatura y acidificacion de los océanos, el derretimiento de los casquetes
polares, desertificacion, pérdida de ecosistemas y biodiversidad, asi como la
degradacion del suelo (IPCC, 2019b; VijayaVenkataRaman et al., 2012).

El clima influye en la distribucion de los ecosistemas y las especies. Cada
ecosistema esta asociado a un clima, por lo que el cambio climatico tiene efecto
directo en todos los ecosistemas a nivel global (IPCC, 2014; Leemans y Eickhout,
2004). La literatura disponible da sustento y denota efectos negativos. Thomas et
al. (2004) evaluaron el riesgo de extincién de la diversidad bioldgica mundial

asociado a la pérdida del habitat de las especies en 2050 (con una muestra del



20% de la superficie terrestre). Los autores estiman que, en promedio 18% de la
diversidad total se perderia. Asociado a esto, Leemans y Eickhout (2004)
estimaron la pérdida de los ecosistemas para 2100 con un aumento de
temperatura global de 1°C, 2°C y 3°C, siendo los porcentajes promedios 10.4%,
15.9% y 21.9%, respectivamente. En un escenario de cambio climatico, varios
autores han realizado trabajos proyectando la pérdida de especies de plantas
vasculares (van-Vuuren, Sala y Pereira, 2006), de peces de rios (Xenopoulos et
al., 2005) y anfibios y reptiles, que se veran gravemente afectados debido a los
efectos negativos sobre su fisiologia, su distribucion geogréfica y mayor
sensibilidad a patégenos (Li, Cohen y Rohr, 2012; Sinervo et al., 2010; Winter et
al., 2016).

1.2 Determinacion de sexo en vertebrados

El proceso de determinacion sexual de vertebrados se lleva a cabo en las génadas
durante el desarrollo embrionario. Los factores genéticos y/o ambientales que
llevan a la gbnada bipotencial a diferenciarse como ovario o testiculo han
evolucionado considerablemente entre las especies (Merchant-Larios, Diaz-
Hernandez y Marmolejo-Valencia, 2010, Rhen y Schroeder, 2010). Se distinguen
dos procesos de determinacion del sexo: (1) la determinacién sexual genética
(DSG), en la que el sexo es determinado durante la fecundacién, por la presencia
de cromosomas heteromoérficos y/o redes de expresion genética establecidas
durante la singamia de los gametos; y (2) la determinacion sexual dependiente del
contexto ambiental (DSA), en el que factores ambientales afectan el destino
sexual de los individuos, modulando las redes de expresion genética gonadal
involucradas en la determinacion sexual del embrién (Bull, 1980; Rehn y

Schroeder 2010; Merchant-Larios, Diaz-Hernandez y Cortez, 2021).

Se han logrado avances importantes en el entendimiento de las redes moleculares
gue llevan a un embrién a diferenciarse en uno de los dos destinos sexuales
posibles: hembra o macho. En mamiferos euterios, sabemos que los gametos
poseen uno de los dos cromosomas sexuales: X o Y. Todos los ovocitos poseen el

cromosoma homomorfico (X); en cambio, los espermatozoides pueden llevar el



cromosoma heteromarfico (Y) o el homomoérfico (X). En los mamiferos, el
espermatozoide determina el sexo genético. Es decir, si el ovocito es fertilizado
por un espermatozoide con el cromosoma sexual Y el cigoto desarrollara un
embrion macho (XY); en cambio, si lleva el cromosoma sexual X, el cigoto XX se
desarrollard como hembra (XX). De esta manera los machos de los mamiferos son
heterogaméticos. Por su parte, en las aves, la evolucion de los cromosomas
sexuales estableci6é un sistema de DSG diferente: los machos producen
espermatozoides homomarficos (Z), en tanto que las hembras producen ovocitos
con el cromosoma sexual Z o W. Es decir, los ovocitos poseen los cromosomas

gue determinan el sexo del embrion (Graves y Peichel, 2010).

En peces, anfibios y reptiles, encontramos especies con mayor diversidad de
sistemas de determinacién sexual (Graves, 2008). Ademas de presentar DSG con
cromosomas sexuales heteromérficos X 0 Y; o bien Z o W (Matsubara et al., 2019;
Kawai et al. 2009; Kawagoshi et al., 2009), hay especies con DSA. La temperatura
de incubacion es el factor ambiental mas estudiado y se denomina determinacion
del sexo dependiente de la temperatura (DST) (Bull, 1980; Ferguson y Joanen,
1982).

La mayoria de las especies con DST carecen de cromosomas sexuales (Graves y
Peichel, 2010). Las temperaturas de incubacion masculinizantes (TM) o
feminizantes (TF) difieren entre especies. En algunas especies las temperaturas
altas son feminizantes y las bajas masculinizantes, en otras especies ocurre lo
contrario, las bajas son masculinizantes y las altas feminizantes (Bull, 1980;
Mrosovsky y Pieau, 1991). La temperatura pivote (TP) es un concepto que
describe el resultado de una incubacion a temperatura constante en la que se
obtienen proporciones de sexos cercanas al 50% machos y 50% hembras
(Mrosovsky y Pieau, 1991). En organismos con DST hay un periodo sensible a la
temperatura (PST) durante el desarrollo embrionario. Dicho periodo corresponde
al intervalo de tiempo durante el cual, la gonada embrionaria es sensible a la
temperatura de incubacion (Bull y Vogt, 1981; Pieau y Dorizzi, 1981). Otro
concepto importarte es el rango de temperaturas de transicion (RTT) que esta



delimitado por las TM y las TF, de manera que este intervalo/rango de temperatura

es el RTT para un grupo de nidos o una poblacién (Mrosovsky y Pieau, 1991).

1.3 Determinacion del sexo en reptiles

Se ha registrado que algunos miembros del grupo Squamata (lagartijas y
serpientes) poseen cromosomas Z y W (Kawai et al., 2009; Matsubara et al.,
2019), mientras que algunos quelonios (tortugas) poseen cromosomas sexuales X
o Y (Kawagoshi, Nishida y Matsuda, 2012; Kawagoshi et al., 2014)y Z o W
(Kawagoshi et al., 2009). Incluso hay reptiles que poseen cromosomas sexuales
heteromorficos, y pueden cambiar su proporcién de sexos en respuesta a
temperaturas extremas durante su desarrollo embrionario (Holleley et al., 2015).
Por otro lado, los cocodrilos y tortugas marinas poseen DST (Ferguson y Joanen,
1982; Lang y Andrews, 1994; McCoy, Vogt y Censky, 1983; Morreale et al., 1982;
Pieau y Dorizzi, 1981; Standora y Spotila, 1985). La DST implica el
establecimiento de redes moleculares que llevan a las gonadas bipotenciales de
un embridn a desarrollarse como testiculos u ovarios en funcion de la temperatura.
Los primeros genes candidatos involucrados en la determinacion sexual en
vertebrados fueron identificados en mamiferos y aves (Diaz-Hernandez et al.,
2012; Kettlewell, Raymond y Zarkower, 2000; Murdock y Wibbels, 2003; Rhen y
Schroeder, 2010; Shoemaker et al., 2007; Smith et al., 2008; Torres-Maldonado et
al., 2002), y se han visto diferencias en los patrones de expresion de los genes
homélogos en diferentes especies con DSG o con DST (Huang, Ye y Chen, 2017;
Merchant-Larios et al., 2010).

1.4 Determinacion del sexo en tortugas marinas

Las tortugas se ubican taxonémicamente en el orden Testudines,
filogenéticamente considerado como grupo hermano de Archosauria (aves y
cocodrilos; Chiari et al., 2012; Crawford et al., 2015). Las siete especies de
tortugas marinas en el mundo se ubican en dos familias: Dermochelidae, con solo
una especie, Dermochelys coriacea; y la familia Cheloniidae, con las especies
Caretta caretta, Chelonia mydas, Eretmochelys imbricata, Lepidochelys kempii,



Lepidochelys olivacea y Natator depressus (Guillon et al., 2012). De acuerdo con
la Lista Roja de la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
(IUCN, 2020), seis especies se encuentran en estado endeble de conservacion y
de N. depressus no se tienen datos suficientes para determinar su estado. Dado
gue todas las especies de tortugas marinas presentan DST (Binckley et al., 1998;
Dalrymple, Hampp y Wellins, 1985; LeBlanc et al., 2012; McCoy et al., 1983;
Morreale et al., 1982; Pendoley et al., 2014; Yntema y Mrosovky, 1980), un sesgo
significativo en el balance de sexos provocado por el actual calentamiento global

puede acelerar su extincion.

1.5 Efecto del cambio climatico en la proporcién de sexos de las tortugas

marinas

Derivado del cambio climatico, las afectaciones a las tortugas marinas pueden ir
desde la pérdida de las playas de anidacion, debido al aumento del nivel del mary
al aumento de tormentas tropicales, hasta cambios en la fenologia, ecologia y
pérdida de nichos como consecuencia del cambio en la temperatura y el pH del
mar (ver Wyneken y Lolavar, 2015). Con el calentamiento global, es razonable
suponer que las tortugas marinas (y todas las especies con DST) se encuentran
en riesgo (Valenzuela et al., 2019), pues su proporcion de sexos depende de la
temperatura, y un cambio significativo daria como resultado un sesgo en la
proporcién de sexos. Si las temperaturas de incubacién son muy altas, se afecta el
éxito de eclosion en los nidos y la movilidad de los neonatos (Fisher, Godfrey y
Owens, 2014; Honarvar, O’Connor y Spotila, 2008; Maulany, Booth y Baxter
2012a; 2012b; Valverde et al., 2010). El intervalo maximo de tolerancia a la
temperatura para embriones de tortugas marinas se ha registrado entre 35° y
37°C; sin embargo, el rango de tolerancia difiere de acuerdo con la especie
(Howard, Bell y Pike, 2014).

Hay estudios que han documentado que el aumento promedio de la temperatura
ambiental (Janzen, 1994) y de la arena (Mrosovsky y Provancha, 1992; Oz et al.,
2004) afectan la proporcion de sexos en varias especies. Un gran namero de

publicaciones del efecto del cambio climéatico sobre las tortugas marinas, estiman



un sesgo femenino de las poblaciones (Fuentes, Hamann y Limpus, 2010; Fuentes
y Porter, 2013; Hawkes et al., 2007; Laloé et al., 2016; Laloé et al., 2017;
Santiadrian-Tomillo et al., 2015) y una disminucion en el éxito de eclosion (Saba et
al., 2012). El incremento de la temperatura en los nidos tiene un efecto feminizante
en varias poblaciones de tortugas marinas. Una revision mostré que mas del 50%
de las poblaciones estudiadas tienen un sesgo femenino (Hays, Mazaris y
Schofield, 2014). Jensen et al. (2018) encontraron un sesgo femenino en una
poblacion de C. mydas, considerada de las mas grandes del mundo. Mrosovsky y
Porvancha (1992) encontraron una poblacion de C. caretta con sesgo femenino;
Binckley et al. (1998) encontraron lo mismo en una poblacién de D. coriacea.
También hay estudios en los que se han encontrado poblaciones ligeramente
equilibradas: Esteban et al. (2016) registraron playas con crias macho de E.
imbricata y C. mydas (53% y 63% de machos, respectivamente); Marcovaldi et al.
(2016) registraron que en general, las playas de Brasil tienen un sesgo femenino
en las crias de C. caretta; sin embargo, algunas tienen porcentajes equilibrados
(53% crias hembras). Un caso contrario es el de N. depressus, en el que las
estimaciones dan un sesgo masculino. Los autores proponen que parte de este
sesgo se debe a su alto éxito de eclosién a temperaturas elevadas de incubacion y
una TP alta relativa a la de otras especies de tortugas marinas (Howard, Pike y
Bell, 2015; Stubbs et al., 2014). Aungque en condiciones naturales es imposible que
exista una temperatura constante en los nidos, la TP es un criterio que se emplea
como una “aproximacion” para calcular los sesgos en la proporcion de sexos en

nidos naturales.

1.6 Calor metabdélico y microclima del nido

Se denomina calor metabolico a la energia en forma de calor liberada por los
procesos metabdlicos que ocurren durante el desarrollo embrionario:
transformacién de vitelo y albumina en tejidos embrionario y sus desechos como
agua y dioxido de carbono (Deeming, 2004). Entre los primeros estudios esta el de
Hendrickson (1958), quien registro una diferencia de temperatura entre el nido y la
arena circundante en C. mydas y la atribuyo al calor metabdlico liberado por los



embriones. Estudios semejantes han documentado este aumento de temperatura
en casi todas las tortugas marinas: en C. caretta (Godley et al., 2001; Lalo€ et al.,
2014; Maloney et al., 1990; Zbinden, Margaritoulis y Arlettaz, 2006), E. imbricata
(Glen y Mrosovsky, 2004; Raj, 1976), C. mydas (Broderick et al., 2001; Morreale et
al., 1982; Onder y Candan, 2016; Sénmez, 2018), D. coriacea (Binckley et al.,
1998; Garcia-Grajales et al., 2019; Godfrey, Barreto y Mrosovsky, 1997), N.
depressus (Hewavisenthi y Parmenter, 2002), y L. olivacea (Valverde et al., 2010).
En general, en la literatura se registra que el aumento significativo de la
temperatura provocado por el calor metabdlico ocurre durante el tltimo tercio del
periodo de incubacién. Como se asume que el PST corresponde al segundo
tercio, todavia no queda claro el efecto del calor metabdlico sobre la proporciéon de
sexos en los nidos. Tomando en cuenta lo anterior, algunos autores descartan un
efecto feminizante (Godley et al., 2001; Maloney et al., 1990; Mrososvky e
Yntema, 1980; Zbiden et al., 2006); sin embargo, otros proponen que si hay una
influencia en la proporcion de sexos (Broderick et al., 2001; Godfrey et al., 1997;
Onder y Candan, 2016; Sénmez, 2018).

El monitoreo de la temperatura interna de los nidos es esencial, pues su
temperatura afecta la tasa de desarrollo de los embriones (Ackerman, 1997), la
duracion de los periodos de incubacion hasta la eclosion y la proporcion de sexos
(Merchant-Larios et al., 1997). Si la temperatura es muy alta, afecta las aptitudes
locomotoras de las crias al emerger (Fisher et al., 2014; Maulany et al., 2012b) y el
éxito de eclosion (Maulany et al., 2012a; Valverde et al., 2010). Ademas, si
permanece alta durante el PST puede haber una feminizacion completa del nido
(Broderick, Godley y Hays 2001; Glen y Mrosovsky, 2004). Existen correlaciones
entre la temperatura de los nidos y varios factores ambientales (Girondot y Kaska,
2015; Hays et al., 2001; Laloé et al., 2014; Marco, Abella-Perez y Tiwari, 2017,
Montero et al., 2018; Mortimer, 1990; Sifuentes-Romero et al., 2018); sin embargo,
el calor metabdlico también es relevante por el incremento que aporta a la

temperatura del nido (Gammon et al., 2020).

En L. olivacea, Valverde et al. (2010) documentaron valores de calor metabdlico

en dos eventos de anidacidn masiva en Costa Rica, ocurridos en noviembre de



2008 y enero de 2009. Para noviembre, durante el segundo tercio de incubacion
obtuvieron un promedio de 1.76 °C, mientras que para enero un promedio de 1.26
°C con un bajo éxito de eclosion comparado con noviembre, resaltando que este
calor encontrado también puede deberse a los procesos de descomposicion de
materia organica dada por los microorganismos en la arena, y no a los embriones

en desarrollo.

En el presente estudio realizamos un estudio experimental para abordar el efecto
del calor metabdlico en la proporcion de sexos de la tortuga golfina L. olivacea y

analizamos su papel en la supervivencia. La supervivencia sera evaluada como el
porcentaje de crias que emergen a la superficie respecto al nimero de huevos de

cada nido.

1.7 Lepidochelys olivacea como modelo para conocer el efecto del calor

metabdlico

L. olivacea es la tortuga marina mas pequefia, presentando un color pardo
obscuro como crias, y en estado adulto tienen un color olivo (Pritchard y Mortimer,
1999), por lo que comunmente se le denomina olivacea u oliva, o el nombre mas
comun: golfina (Peralta y Luna, 2016). Su distribucién geografica de anidacion, de
acuerdo con Pritchard y Mortimer (1999), se localiza al este (desde Baja California,
hasta Colombia) y oeste (Malasia y Tailandia) del océano Pacifico, al sur de
Océano Atlantico (desde Guyana a Brasil y este de Africa) y al norte del Océano
indico (India). De forma similar a las otras especies de tortugas marinas, las
hembras de L. olivacea salen a desovar de manera solitaria. Sin embargo, en
varias playas de India (Shanker, Pandav, y Choudhury, 2003), México (Coria-
Monter y Duran-Campos, 2017) y Costa Rica (Valverde et al., 2010), anidan por
miles de manera sincronizada, eventos denominados “arribadas” o “anidacién
masiva” (Hirth, 1980; Dornfeld et al., 2014). En México, de acuerdo con la NOM-
059-SEMARNAT-2010, se encuentra en peligro de extincién, al igual que las otras

cinco especies que anidan en costas mexicanas.

En L. olivacea, a una temperatura de incubacién constante, la TM en la que se

desarrollan 100% machos es de 26°C, mientras que la TF es de 33°C en la que



eclosionan 100% hembras (Merchant-Larios et al., 2010). La TP de esta especie
ha sido estimada dentro de un rango variable por diversos autores: McCoy et al.
(1983) en 30°C; Wibbels, Rostal y Byles (1998) en 30.5°C; y Castheloge et al.
(2018) en 30.7°C. A nivel molecular de regulacién y expresion de genes, la
determinacion del sexo gonadal ocurre entre las etapas 24 y 25 de desarrollo
(Diaz-Hernandez et al., 2020; Merchant-Larios et al., 2021), de acuerdo con la

tabla de desarrollo propuesta por de Miller, Mortimer y Limpus (2017).

Estudios realizados en playas de Costa Rica (Maulany et al., 2012b; Valverde et
al., 2010), registraron que, si la temperatura interna promedio de los nidos
sobrepasa los 34°C durante mas de 3 dias, hay una disminucién tanto en el éxito
de eclosion, como en su aptitud locomotora. El efecto es méas drastico cuando la
temperatura llega al intervalo de 35°C y 37°C; los pocos embriones que llegan a
emerger presentan disminucion o pérdida locomotora (Drake y Spotila, 2002).
También se registré un aumento de la temperatura en los nidos con respecto a la
arena que podria deberse al calor metabdlico (Valverde et al., 2010). Por otro lado,
Sandoval (2008) proporciona valores del calor metabdlico (como energia
transferida de los huevos al sistema), empleando un modelo matematico
diferencial basado en el equilibrio de energia dentro del nido, trabajo realizado en

las costas de Baja California, México (Sandoval et al., 2011).
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2. Justificacion

Debido al aumento de temperatura proveniente del calor metabdlico sobre la
temperatura de incubacion, es necesario conocer su efecto sobre la proporcion de
sexos Yy/o la viabilidad de las crias, con el fin de fortalecer estrategias de
conservacion de las tortugas marinas. Sin embargo, los resultados publicados
muestran una diversidad existente entre especies, y entre poblaciones de la
misma especie en funcion de la latitud y condiciones fisicoquimicas de las playas.
Y en este sentido, el conocimiento preciso del efecto del calor metabdlico sobre la
DST en la tortuga golfina Lepidochelys olivacea en Morro Ayuta, Oaxaca, ofrece
una excelente oportunidad para elucidar dicho efecto en el contexto de una playa
de anidacion masiva con caracteristicas climaticas y fisicas singulares. El andlisis
de los resultados de este estudio, correlacionado con los datos publicados,
contribuira al disefio de una estrategia de conservacién basada en un modelo

predictivo local.

3. Objetivo general

Determinar el efecto del calor metabdlico en la proporcion de sexos en nidos
trasplantados de la tortuga golfina Lepidochelys olivacea en la playa Morro Ayuta,

Oaxaca.

4. Objetivos particulares

1. Comparar el efecto del calor metabdlico sobre la proporcién de sexos en
nidos monitoreados en dos periodos distintos.

2. Conocer los perfiles de temperatura en nidos de L. olivacea trasplantados
en corrales de la playa Morro Ayuta, Oaxaca.

3. Comparar los perfiles de temperatura de los nidos con embriones en
desarrollo, con los perfiles de nidos con huevos simulados incubados

sincrénicamente.



5. Hipotesis

Cuando los promedios de temperatura de los nidos con huevos simulados durante
el segundo tercio son cercanos a los limites del rango de temperaturas de

transicion, el calor metabdlico no influye sobre la proporcion de sexos.
6. Material y métodos

6.1 Disefio experimental

Este trabajo se realiz6 en la playa “Morro Ayuta”, localizada en las costas del
océano Pacifico, al sur de México, en el municipio de San Pedro Huamelula, del
estado de Oaxaca (Fig. 1). La playa tiene una longitud de 12.7 km desde el faro
Morro Ayuta (15°52'23” N, 95°46’36” O) hasta Punta Estrella (15°54°20” N,
95°42’42” O), y es reconocida a nivel nacional por ser la segunda playa mas
importante en anidacion de L. olivacea, después de “La Escobilla”’, en Oaxaca
(DEPC, 2008). A su alrededor se observan parches de vegetacion clasificada
como selva baja caducifolia y predominantemente terrenos de agricultura temporal
(CONABIO y SEMAEDESO, 2018).

Se realizaron dos experimentos piloto en dos periodos en afos distintos. Se
tomaron tres nidos que se incubaron del 28 de septiembre al 6 de noviembre de
2016 (experimento denominado Oct-16 de aqui en adelante). Otros cinco nidos se
incubaron del 19 de diciembre de 2019 al 2 de febrero de 2020 (Ene-20). Los
datos de 2016 fueron tomados por Andrea Hernandez y Martha Harfush,
colaboradores del laboratorio del Dr. Horacio Merchant-Larios (Dep. Biologia
Celular y Fisiologia del Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad
Nacional Autbnoma de México) con permiso expedido de SEMARNAT con numero
de oficio SGPA/DGVS/02522/16. Los datos de 2019-2020 se obtuvieron por el
autor de la tesis con permiso de colecta y manipulacion de huevos con numero de
oficio SGPA/DGVS/04317/20. El procedimiento de trasplante, obtencion de

muestras biolégicas y sexado fue el mismo para los dos experimentos.
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Figura 1. (A) Fotografia satelital obtenida de Google Earth, se muestra mayor detalle de
la playa Morro Ayuta. Se encuentran sefialados los puntos de referencia que identifican
los 12 km de extension de la playa, asi como la ubicacion del campamento tortuguero, (B)
Mapa del estado de Oaxaca, la flecha roja sefiala la ubicacién de la playa Morro Ayuta

(modificado de: dmaps.com, 2022)

6.2 Experimentos con nidos con huevos en desarrollo (NHD) vy con huevos
simulados (NHS)

Trasplante de NHD: durante la noche, cuando ocurre la anidacion, se localizaron
hembras desovando. Al término de la ovoposicién, se retir6 a la tortuga de manera
cuidadosa y se hizo un estimado del numero de huevos depositados. Los huevos
extraidos se almacenaron en bolsas de plastico rellenas de arena himeda y se
transportaron inmediatamente al corral ubicado en el Centro de Proteccion y
Conservacion de Tortuga Marina: Morro Ayuta (comunmente llamado
“Campamento tortuguero Morro Ayuta”), que depende de la CONANP. Se conto el
namero de huevos por nido, y aleatoriamente se acomodaron uno por uno en
nidos excavados manualmente, a 45 cm de profundidad (Fig. 2). Finalmente, los

nidos fueron cubiertos con la misma arena humeda retirada previamente al

12
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excavar los nidos, y quedaron bajo resguardo y vigilancia de los miembros del
campamento tortuguero y de nuestro grupo de trabajo durante todo el periodo de

incubacion.

Incubacién de NHS: considerando que, el calor metabdlico en los NHD resulta de
la energia desprendida por la actividad catabdlica y anabdlica de los embriones,
cuyo crecimiento y desarrollo ocurre en un medio acuoso, los NHS pretenden
imitar los parametros fisicoquimicos de los NHD, excepto que los NHS carecen de
embriones metabdlicamente activos. Es decir, los huevos simulados contienen
agua, componente fisicoquimico correspondiente al ~85% del peso de los huevos
en desarrollo (Sandoval, 2008). Los NHS fueron hechos con pelotas de ping pong
(Decathlon, modelo Artengo) con un didmetro y volumen similar a los huevos
naturales. Los huevos simulados se llenaron con 60 ml de agua purificada
empleando una aguja hipodérmica. La perforacion hecha con la aguja fue sellada

con pegamento instantaneo (marca KolaLoka) para prevenir posibles fugas.

Los NHS sirvieron como controles del calor metabdlico generado en los NHD.
Para el experimento Oct-16 se sembro solamente un NHS con 100 pelotas y tres
NHD sembrados en el mismo corral (Fig. 2A y D). En el experimento de Ene-20 se
sembraron tres NHD y tres NHS pareados: en cada par de nidos, el nUmero de
pelotas de los NHS correspondié al numero de huevos naturales de los NHD (Fig.
2By E). Por otra parte, para determinar las etapas del desarrollo embrionario sin
perturbar las condiciones fisicas de los NHD destinados a medir el calor
metabdlico, en el experimento Ene-20 empleamos dos NHD adicionales, a lo que
denominados como “nidos de referencia” (Fig. 2C), de los cuales tomamos huevos

alos 18, 23, 28 y 33 dias de incubacion.

Para los nidos de Oct-16 se utilizaron sensores de temperatura (Onset, modelo
HOBO UA-001-08) con una precisién de 0.53°C dada por el fabricante. Se
colocaron tres sensores por nido y distintas ubicaciones del nido: uno en la base,
otro en el centro y un ultimo ubicado en la parte superior (Fig. 2A). Por otra parte,
para los nidos de Ene-20 se utilizaron sensores de temperatura (Onset, modelo

HOBO MX2201) con una precision de 0.5°C. En este experimento se emplearon



cinco NHD y tres NHS con un sensor de temperatura en cada uno de ellos. El
sensor fue colocado el centro del nido (Fig. 2B y 2C). Para obtener los perfiles de
temperatura los sensores se programaron para registrar la temperatura cada dos

horas en ambos experimentos.

Figura 2. Dibujos de los nidos con huevos en desarrollo (NHD) reubicados en los corrales

de estudio en el campamento de Morro Ayuta con sus correspondientes nidos con huevos
simulados (NHS). Se muestra la profundidad de los nidos y la posicion de los sensores de
temperatura (*) en cada caso, asi como las dimensiones de los corrales. (A) Experimento
Oct-16. (B) Experimento Ene-20. (C) Nidos de referencia (R1 y R2) del experimento Ene-
20. (D) Corral de estudio del experimento Oct-16. (E) Corral de estudio del experimento
Ene-20.

6.3 Sexado de embriones

Toma de muestras: se tomo peso y talla (largo recto de caparazén) de 15 crias de
cada nido durante el periodo cercano a la eclosion (40-45 dias de incubacion;
etapa 30 de desarrollo). Se realizé la eutanasia (por decapitacion) y se disecaron
los complejos urogenitales (CU). Los CU se fijaron en solucion de Bouin (acido
picrico, formaldehido y acido acético glacial) a 4°C y se transportaron via terrestre
al laboratorio en Ciudad de México, donde se cambiaron de solucion a buffer de

fosfatos (PBS) al 1x a 4°C hasta su procesamiento para inclusion en parafina.

Procedimiento histologico:
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1). Los CU se lavaron con PBS 1x para retirar el exceso de solucion Bouin
(aproximadamente cuatro lavados de una hora, en movimiento, a temperatura

ambiente).

2). Se retir0 el exceso de tejido con ayuda de tijeras de microcirugia y un
microscopio estereoscopico (Zeiss, modelo Stemi 2000-C). Para el proceso de
deshidratacion de los CU se utilizaron concentraciones de etanol en sentido
ascendente (70, 80 y 90%) con duraciones de 30 minutos en cada paso. Para
etanol al 100% se realizan dos cambios, cada uno de 20 minutos. Posteriormente
se realizaron dos cambios a xilol durante 15 minutos (cada uno). Todos los pasos
anteriores se realizaron a temperatura ambiente y en campana de extraccion.
Finalmente, los CU se cambiaron rapidamente a parafina y se dejaron embebidos

durante toda la noche a 60°C.

3). Con ayuda de moldes de metal, los CU se incluyeron en bloques de parafina
hasta su solidificacion. La orientacion de los CU se dio de manera que se

obtuvieran cortes transversales.

4). Los cortes con un grosor de 8um se realizaron con un microtomo (American
Optical, modelo 820). Se tifieron con la técnica de acido peryédico — Schiff (PAS) y
se observaron al microscopio 6ptico (Nikon, modelo Alphaphot-2 YS2). Se
clasificaron como testiculo u ovario segun sus caracteristicas. Se tomaron en
cuenta los criterios de Merchant-Larios, Villalpando-Fierro y Urruiza-Centeno
(1998).

6.4 Andlisis estadisticos

Estimacion del calor metabdlico: se calculé como diferencia de temperatura entre
aguélla medida en el centro del NHD y la temperatura medida en el centro del
NHS. Se obtuvieron promedios y errores estandar por dia, por tercio de incubacion

e incubaciéon completa.

Proporcion de sexos: con la siguiente formula se obtuvo un porcentaje de hembras

segun los resultados de identificacion histologica en cada nido.

% de hembras = (nUmero de hembras identificadas / 15) * 100.



Manejo de datos de temperatura: Se realizaron pruebas de Shapiro-Wilk con una
significancia de 0.05 para comprobar normalidad de los datos. Debido a que la
gran mayoria de los grupos de datos rechazaban la hipétesis nula y no se cumplia
con el supuesto de normalidad, se opto por la realizacion de pruebas no
paramétricas de Kruskall-Wallis con una significancia de 0.05, mismas que se

aplicaron para todos los analisis de comparacion.

Se utilizaron los softwares Excel (Microsoft Office 365©, 2011) y R (R Core
Team®©, 2020, version 4.0.2) para el manejo de datos y la realizacion de los
gréaficos presentados. SPSS Statistics 25.0 (IBM®©, 2017) se utilizo para las

pruebas estadisticas.
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7. Resultados

7.1 Calor metabdlico (CM)

Calculando el CM como la diferencia entre las temperaturas promedio registradas

17

en el centro de los NHD y NHS, obtuvimos los valores para cada uno de los tercios

de incubacion. Asi:

a) Experimento Oct-16: el primer tercio tuvo un valor promedio de 0.19 +
0.03°C, el segundo de 0.38 + 0.04°C y el tercero fue de 1.48 + 0.04°C

(Tabla 1). A partir del dia 37 se observo una disminucion del calor

b)

Tabla 1. Promedios de calor metabdlico para cada nido durante diferentes periodos de

incubacién, nimero de huevos y porcentaje de hembras. Los niUmeros en negritas son

metabdlico, sin embargo, no es significativa comparada con los dias 38, 39
y 40 (H = 0.822, p = 0.370).

Experimento Ene-20: el primer tercio tuvo un valor de 0.21 + 0.02°C, el
segundo de 0.51 + 0.03°C, y el tercero fue de 1.76 + 0.07°C (Tabla 1). A

partir del dia 42 se observé una disminucion del calor metabdlico, sin

embargo, no es significativa comparada con los dias 43y 44 (H=1.60, p =

0.206).

promedios por experimento. ES = error estandar.

- o o
_ Experi- | No. de Calor metabdlico (ES) [°C] Y% de
Nido hembras

mento | huevos o . o . R . Todala _
1° tercio 2° tercio 3° tercio . - (n=15)
incubacion
Oct-16 89 0.26 (0.06) 0.50 (0.06) 1.55 (0.06) 0.77 (0.09) 100
Oct-16 71 0.10 (0.05) 0.33 (0.07) 1.54 (0.07) 0.64 (0.10) 100
Oct-16 91 0.21 (0.06) 0.31 (0.07) 1.39 (0.07) 0.63(0.59) 100
Promedio Oct-16 0.19 (0.03) 0.38 (0.04) 1.48 (0.04) 0.68 (0.05) 100
1 Ene-20 74 0.09 (0.01) 0.43 (0.06) 1.58 (0.06) 0.73 (0.10) 6.6
2 Ene-20 78 0.44 (0.01) 0.71 (0.05) 1.95 (0.10) 1.06 (0.10) 0
3 Ene-20 72 0.1 (0.04) 0.40 (0.04) 1.76 (0.17) 0.78 (0.12) 0
Promedio Ene-20 0.21 (0.02) 0.51 (0.03) 1.76 (0.07) 0.86 (0.06) 2.2




c) Analisis comparativo de ambos experimentos: considerando todo el periodo
de incubacion, ambos experimentos mostraron un patrén similar (Fig. 3). Se
registraron valores promedio similares entre los dos experimentos: 0.68 +
0.05°C para Oct-16, y 0.86 £ 0.06°C para Ene-20 (Tabla 1). No se
encontraron diferencias significativas entre experimentos (H = 3.52, p =
0.061). Sin embargo, si restringimos los datos a los tercios segundo y
tercero, si se encontraron diferencias estadisticas significativas (H = 5.163,
p=0.023y H=7.731, p = 0.005, respectivamente). En el tercer tercio, el
CM se volvié mas evidente (Fig. 3), con valores superiores a 1°C (Tabla 1).

Calor Metabolico

Experimento

20
—=— Ene-20 a

—— Oct-16 i
£

3]

Temperatura [*C]
)

05
=
!

0.0

0 10 20 30 40
Dias de incubacion

Figura 3. Perfiles de calor metabdlico de ambos experimentos. Se muestran los

promedios diarios de los nidos (n = 3) por experimento y barras de error estandar.

18



7.2 Temperaturas sequn la ubicacién del sensor en los nidos en el experimento
Oct-16

a) Perfiles de temperatura: Los perfiles de temperatura de los NHD 1y 2
compartieron un mismo patron: en el centro del nido el promedio de las
temperaturas fue mas altas que las registradas en las ubicaciones superior
e inferior (Fig. 4A y 4B). Sin embargo, el patrén del NHD 3, mostré una
temperatura mayor en la parte superior a las registradas en las ubicaciones
central e inferior (Fig. 4C). Finalmente, los perfiles en las tres ubicaciones
del NHS tuvieron patrones casi idénticos (Fig. 4D).

Nido 1 Nido 2

36
J
36
J

35
I

34
I

!’—,d‘

Superior Superior

—= Centro — Centro

32
L

—#&—  Inferior ——  Inferior

Nido 3

36
J
3
J

Superior

Temperatura [°C]

Centro

35
1
35
1

Inferior

s

s
i

34

Superior

Centro

32
L

Inferior

30 40

Dias de incubacion
Figura 4. Perfiles de temperatura de las diferentes regiones de los NHD y el NHS de Oct-

16. En verde se dibuja el perfil de la parte superior del nido, en azul la parte inferior del
nido y en rojo el centro del nido. Promedios diarios por nido. A) NHD 1. B) NHD 2. C) NHD
3. D) NHS.



b) Valores promedio por ubicacion del sensor durante todo el periodo de

incubacion: en el centro se registré un valor de 34.1 + 0.07°C, mientras que
en la parte superior y el fondo fue de 34.06 + 0.07°C y 33.87 £ 0.06°C,
respectivamente. Estadisticamente no se observaron diferencias entre el
centro y la parte superior (H = 6.188, p = 1), ni entre la superior e inferior (H
=-27.212, p = 0.128). En cambio, los promedios de temperaturas
registradas en las ubicaciones inferiores y del centro si mostraron
diferencias significativas (H = 33.4, p = 0.039). La diferencia promedio entre
el centro y la parte superior fue de 0.04°C, mientras que entre el centro y la

parte inferior mostré una diferencia de 0.23°C. El NHS no registro
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diferencias significativas (Tabla 2).

Tabla 2. Promedios de temperatura para los nidos de Oct-16 durante diferentes periodos

de incubacion de acuerdo con su ubicacién dentro del nido. Promedio [°C] (error

estandar). 2 significa diferencias significativas con la parte superior del nido. ® significa

diferencias significativas con el centro del nido. ° significa diferencias significativas con la

arte inferior del nido.

Ubicacién [ NHD 1 NHD2 | NHD3 | Promedio | NHS
Primer tercio
Superior 33.18 (0.18) 33.22 (0.13) 33.26 (0.15) 33.22 (0.09) 33.04 (0.16)
Centro 33.24 (0.18) 33.08 (0.14) 33.18 (0.12) 33.17 (0.08) 32.97 (0.15)
Inferior 33.03 (0.15) 33.03 (0.11) 33.16 (0.14) 33.07 (0.07) 32.90 (0.14)
Segundo tercio
Superior | 34.04 (0.03)® 34.06 (0.03) 34.31 (0.05) >¢ | 34.14 (0.03) 33.82 (0.05)
Centro | 34.27 (0.03)2¢ | 34.09 (0.04) ¢ 34.08 (0.04) 2 34.14 (0.02) 33.79 (0.04)
Inferior 33.92(0.02) b 33.92 (0.03) b 34.04 (0.04)2 | 33.96 (0.02) &b 33.77 (0.03)
Tercer tercio
Superior | 34.51(0.10)® | 34.62(0.10)P 35.16 (0.10) © 34.69 (0.06) ° 33.43 (0.08)
Centro 34.99 (0.09) ¢ | 34.94 (0.09) &¢ 34.83 (0.10) 34.88 (0.05) © 33.48 (0.07)
Inferior 34.40 (0.08) > | 34.57(0.08)P | 34.63(0.11)2 | 34.47(0.04)ab | 33.52(0.05)
Toda laincubacién
Superior 33.93 (0.11) 33.98 (0.10) 34.26 (0.13) 34.06 (0.07) 33.43 (0.08)
Centro 34.19 (0.13) 34.06 (0.13) 34.05 (0.12) 34.1 (0.07) © 33.42 (0.07)
Inferior 33.8(0.10) ® 33.86 (0.11) 33.96 (0.11) 33.87 (0.06) © 33.40 (0.07)

Pruebas de Kruskall-Walis, con una significancia de a=0.05




c) Valores de temperatura por tercios del periodo total de incubacion: para el
primer tercio no hubo diferencias entre las tres ubicaciones de cada nido.
Durante el segundo tercio, la parte superior y central del nido tampoco
mostré diferencias (H = 3, p = 1); sin embargo, se observo una diferencia
significativa entre el centro y la ubicacion inferior del nido (H = 34.53,
p<0.05), asi como entre la parte superior e inferior del nido (H = -31.53,
p<0.05), en ambos casos con una diferencia promedio de 0.18°C. Por otra
parte, en el tercer tercio tampoco hubo diferencias significativas entre la
parte superior y el centro del nido (H = 15.48, p = 0.052), mientras que el
centro y la parte inferior si mostraron diferencias significativas (H = 35.47,
p<0.05), con una diferencia promedio de 0.7°C, asi como entre las
ubicaciones superior e inferior (H = -19.98 p = 0.036), con una diferencia
promedio de 0.22°C. Finalmente, el NHS no registr6 diferencias

significativas entre las tres ubicaciones en todos los tercios (Tabla 2).

7.3 Sexado de embriones

Se realiz6 el protocolo de inclusién en parafina para obtener cortes histologicos
para identificar la diferenciacion histologica de ovarios (Fig. 5A) y testiculos (Fig.
5B).

a) Descripcidn histoldgica: los cortes histolégicos de génadas con cordones
medulares en crecimiento y un epitelio superficial formado por una capa de
células epiteliales se clasificaron como testiculos (Fig. 5B). Por otro lado,
aguellas gonadas que mostraron un epitelio superficial multiestratificado
(denominado cortex) y cordones medulares en regresion y/o lagunares, se

clasificaron como ovarios (Fig. 5A).
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b)  Proporciones sexuales en ambos experimentos: el experimento Oct-16
mostro nidos con 100% de hembras. Por otro lado, para Ene-20
practicamente los nidos carecieron de hembras (2.2%), con excepcion del

NHD 1 en el que se encontrdé una hembra (Tabla 4).

SINERMIS 100 pm

Figura 5. Fotografias de cortes histologicos de los complejos urogenitales tefiidos con la

técnica de PAS. (A) Ovario caracterizado por un cortex (CO) y remanentes de cordones
medulares (CoM). (B) Testiculo caracterizado por un epitelio superficial (ES) delgado y

cordones medulares evidentes (CoM). M= Mesonefros.

7.4 Perfiles de Temperatura

a) Experimento Oct-16: Dividiendo en tercios de incubacion los perfiles de
temperatura obtenidos, encontramos lo siguiente: para los NHD, durante el
primer tercio tuvieron una temperatura promedio de 33.17 £ 0.08°C, mientras
gue para el segundo tercio fue de 34.17 + 0.03°C, y finalmente en el tercer
tercio mostraron 34.95 + 0.05 °C. Por otro lado, el NHS presenté durante el
primer tercio una temperatura promedio de 32.97 + 0.15°C, para el segundo
tercio un promedio de 33.79 £ 0.04°C y finalmente en el tercer tercio 33.46 +
0.05°C (Fig. 6; Tabla 3).

b) Experimento Ene-20: Los NHD presentaron una temperatura promedio
durante el primer tercio de 29.81 + 0 .09°C, mientras que para el segundo

tercio fue de 30.32 + 0.09°C, y finalmente en el tercer tercio de 32.22 +
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0.1°C. Para los NHS hubo una temperatura promedio durante el primer tercio

de 29.64 + 0.08°C, mientras que para el segundo tercio fue de 29.8 + 0.07°C,
y finalmente en el tercer tercio de 30.45 £ 0.08°C (Fig. 6; Tabla 3).

Tabla 3. Promedios de temperatura para cada nido durante diferentes periodos de

incubacién, nimero de huevos, su porcentaje de hembras y dias de incubacién hasta

emergencia. Los nUmeros en negritas son promedios por experimento. * = valores no

aplicables. + = nidos que tenian sombreado natural por vegetacion. ES = error estandar.

Temperatura promedio (ES) [°C]

% de

Nido Experi- | No. de B i — i — i hembras | . Dias d_e
mento | huevos tercio 2° tercio 3° tercio Todala incubacion
incubaciéon | (n=15)
1 Oct-16 89 33.24 (0.18) | 34.30(0.04) | 35.01(0.09) | 34.19(0.13) 100 40
2 Oct-16 71 33.08 (0.14) | 34.12(0.05) | 34.97 (0.09) | 34.06 (0.13) 100 40
3 Oct-16 91 33.18(0.12) | 34.11(0.05) | 34.86 (0.1) | 34.05(0.12) 100 40
Promedio Oct-16 NHD | 33.17 (0.08) | 34.17 (0.03) | 34.95(0.05) | 34.1(0.07) 100 40
Promedio Oct-16 NHS | 32.97 (0.15) | 33.79 (0.04) | 33.46 (0.07) | 33.42(0.07) * *
1 Ene-20 74 30.23 (0.08) | 30.76 (0.12) | 32.59 (0.09) | 31.21(0.16) 6.6 44
2 Ene-20 78 30.12 (0.1) 30.59 (0.1) | 32.51(0.12) | 31.12(0.17) 0 44
3+ Ene-20 72 29.11 (0.09) | 29.6 (0.09) | 31.56(0.16) | 30.11(0.17) 0 44
Promedio Ene-20 NHD | 29.81 (0.09) | 30.32 (0.09) | 32.22(0.1) 30.81 (0.1) 2.2 45
1 Ene-20 * 30.17 (0.07) | 30.32(0.06) 31 (0.07) 30.51 (0.06) * *
2 Ene-20 * 29.68 (0.09) | 29.88 (0.05) | 30.56 (0.06) | 30.05 (0.07) * *
3+ Ene-20 * 29.06 (0.05) | 29.19 (0.06) | 29.8 (0.06) | 29.36 (0.06) * *
Promedio Ene-20 NHS | 29.64 (0.08) | 29.80 (0.07) | 30.45(0.08) | 29.98 (0.05) * *

c) Andlisis comparativo de los dos experimentos: Considerando el periodo total

de incubacion, encontramos evidentes diferencias entre los dos

experimentos. Los nidos del experimento Oct-16 tuvieron temperaturas

significativamente superiores a los del experimento Ene-20 desde el inicio de

la incubacién (Fig. 6). Los NHD del experimento Oct-16 presentaron una

temperatura promedio de 34.1 £ 0.07°C, en tanto que los NHD del

experimento Ene-20 mostraron una temperatura promedio de 30.81 £ 0.1°C

(Tabla 3). De la misma manera, los NHS Oct-16 tuvieron 33.42 + 0.07°C,

mientras que los Ene-20 tuvieron 29.98 + 0.05°C (Tabla 3). La duracion del




periodo total de incubacion fue menor en el experimento Oct-16 (40 dias)
que en Ene-20 (44 dias).

Oct-16 vs Ene-20

36
NHD 1 NHD 3

NHD 2 == NHS

34

32

Temperatura [*C]

30

28 -

E ——— NHS 1 o NHS 2 b NHS 3

f T T T 1
0 10 20 30 40

Dias de incubacion

Figura 6. Perfiles de temperatura de los NHD de ambos experimentos. Se muestran los

promedios diarios. Los colores amarillo naranja y rojo corresponden a los del experimento

Oct-16. Los colores verde, azul y morado corresponden a los del experimento Ene-20.

Las lineas gruesas representan los NHS en ambos casos.

7.5 Nidos de referencia Ene-20

Las comparaciones de los valores y perfiles de temperatura entre los nidos de

referencia y los NHD correspondientes al experimento de Ene-20 nos permite

valorar la validez de extrapolar las etapas de desarrollo registradas en los nidos de

referencia (Fig. 7). El nido de referencia 1 (R1) no mostré diferencias significativas

con los NHD 1, 2 y 3. El nido de referencia 2 (R2) no mostro diferencias
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significativas con el NHD 3 (Tabla 4). Hubo diferencias significativas entre los
nidos R1y R2, siendo 0.5°C promedio.

7.6 Etapas de desarrollo registradas en Ene-20

Los embriones de los nidos de referencia fueron muestreados a los 18, 23, 28 y 33
dias de incubacion, y se encontraron en las etapas 23, 24, 25y 27,

respectivamente (Fig. 8).

NHD vs Nidos de referencia (Ene-20)

34 7

—+— NHD1 —+—  Nido R1

s —+ NHD2 Nido H2 /:"

—#— NHD3

32

31

| G

28 -

Temperatura [°C]

I T T |
0 10 20 30 40

Dias de incubacién
Figura 7. Perfiles de temperatura de los NHD y de los nidos de referencia de Ene-20. Se
muestran los promedios diarios. Los perfiles con remate en triangulo y colores café y
dorado representan a los nidos de referencia 1 (R1) y de referencia 2 (R2),

respectivamente. Las lineas verticales negras dividen el periodo de incubacién en tercios.
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Tabla 4. Resultados de pruebas estadisticas entre los datos de temperatura de los NHD y

los nidos de referencia (R1 y R2) del experimento Ene-20. Las celdas en amarillo resaltan

las diferencias estadisticas significativas.

H=7.84,p=1

NHD 3 H = 62.61, p<0.05

H=54.77, p=0.01

R1 H=-29.35 p=0.3

H=-2151,p=1

H =33.26, p = 0.14

R2 H = -73.26, p<0.05

H =-65.42, p<0.05

H=-10.64,p=1 H=43.9,p=0.01

Pruebas de Kruskall-Wallis con una significancia de a=0.05.

Nido
R1

23 dias

28 dias

Nido
R2

Etapa 23

Etapa 24

Etapa 25 Etapa 27

Figura 8. Etapas de desarrollo documentadas para los nidos de referencia R1 y R2 a los

18, 23, 28 y 33 dias de incubacion. Las etapas de clasificaron de acuerdo con los criterios

de Miller et al. (2017). Las escalas en cada imagen representan 1 cm.



7.7 Temperatura del PST comparado con el sequndo tercio de incubacién Ene-
20

El segundo tercio de los NHD de Ene-20 va desde el dia 14 hasta el 30 de
incubacion. Por otro lado, el PST delimitado por las etapas de desarrollo 23 a 25

va desde los 18 dias hasta los 28 dias de incubacion (Fig. 8 y 9).

Durante el PST se tuvo una temperatura promedio de 30.26 + 0.11 °C. La
diferencia promedio entre la temperatura durante el segundo tercio de incubacion
y durante el PST es de 0.03 °C (Tabla 5).

Ene-20

34
|

—*— NHD1 —=*—— NHD2 —*— NHD3

—— NHS 1 d— NHS 2 —b— NHS 3

AP/

T T T
0 10 20 30 40

33

Temperatura [*C]
31
1.

30

29

28

| <<%\>

Dias de incubacién

Figura 9. Perfiles de temperatura del experimento Ene-20. Se muestran los promedios

diarios. Los colores claro representan a los NHD, los mismos colores en su tono obscuro y

con una linea gruesa representa su par con huevos simulados (NHS). Las lineas negras
verticales dividen el periodo de incubacién en tercios. El rectangulo negro delimita el PST

segun las etapas de desarrollo 23 a 25.
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Tabla 5. Temperaturas promedio para cada NHD de Ene-20 durante el segundo tercio y

durante el PST delimitado por las etapas 23, 24 y 25 de desarrollo.

No. de Temperatura promedio % de
NHD huévos _(ES) [°C] hembras
2° tercio PST (n =15)
1 74 30.76 (0.12) | 30.73 (0.13) 6.6
2 78 30.59 (0.10) | 30.56 (0.11) 0
3 72 29.6 (0.09) | 29.57 (0.09) 0
Promedio 30.32 (0.09) | 30.29 (0.11) 2.2
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8. Discusion

8.1 Calor metabdlico

Los perfiles del CM en los dos experimentos del presente estudio son similares a
los registrados en otras especies de tortugas marinas (Broderick et al., 2001;
Godley et al., 2001; Laloé et al., 2014; Onder y Candan, 2016; Zbiden et al., 2006).
En general, el CM fue evidente a partir de la segunda mitad del segundo tercio,
aumentd en el tercer tercio y ocurrié una ligera disminucion algunos dias antes de
la eclosion. Esta disminucion no es estadisticamente significativamente, sin
embargo, es observable en los promedios diarios. Estudios en C. caretta
(Ackerman, 1981) y D. coriacea (Wallace et al., 2004) mostraron que al final de la
incubacion disminuye el consumo de oxigeno (actividad metabdlica), atribuido a
una breve estivacion para sincronizar la eclosion de los embriones, con el fin de
sumar esfuerzos y facilitar la emergencia simultanea de las crias en la playa
(Broderick et al., 2001; Carr y Hirt, 1961; Doody, 2011; Thompson, 1989).

En el presente estudio, los valores del promedio de CM de los dos experimentos,
no aporta informacion relevante para establecer el papel del CM en la proporcion
de sexos. Por lo tanto, el andlisis de los resultados se centra en los datos
obtenidos en el segundo tercio de incubacién, generalmente considerado como el
PST.



Comparando los resultados de este trabajo (0.38°C para Oct-16 y 0.51°C para
Ene-20) con los de otros autores en otras tortugas marinas, tenemos que: son
semejantes a los registrados para C. caretta (0.2 - 0.5°C) (Godley et al., 2001;
Laloé et al., 2014; Zbiden et al., 2006) y C. mydas (0.37 - 0.8°C) (Onder y Candan,
2016; S6nmez, 2018), pero son bajos comparados con los valores registrados
para E. imbricata (1.1°C) (Glen y Mrosovsky, 2004), C. mydas (0.68-1.27°C)
(Broderick et al., 2001) y D. coriacea (0.82 °C) (Godfrey et al., 1997). Si se
compara con N. depressus podriamos decir que el valor obtenido en este estudio
es alto, pues el Unico dato encontrado para esta especie es de 0.5°C en promedio
de toda la incubacion (Hewavisenthi y Parmenter, 2002), y con el comportamiento
ascendente del CM en otras especies, podemos suponer que durante el segundo
tercio de su incubacion presentaba temperaturas muy por debajo de 0.5°C. La
comparacion directa de los presentes resultado es con los datos reportados por
Valverde et al. (2010), pues se trata de la misma especie, en playas de arribada,
pero en latitudes diferentes. Los valores documentados por ellos dan un promedio
de 1.76°C para el segundo tercio incubacion durante noviembre de 2008, mientras
gue para enero de 2009 el promedio es 1.26°C, valores muy superiores a los
nuestros. Esto podria explicarse por las diferencias de condiciones de los nidos
monitoreados, es decir, los valores obtenidos por Valverde et al. (2010) provienen
de nidos in situ, mientras que los de este trabajo son obtenidos de nidos en un
corral fuera de la zona de anidacién. En playas de anidacion masiva es comun la
sobreposicion de nidos y acumulacion de materia organica de nidos. Se ha visto
gue una alta densidad de nidos aumenta la temperatura de los nidos incubados
dentro de la misma area (Honarvar et al., 2008; Bézy, Valverde y Plante, 2015) y
también incrementa la presencia de microorganismos descomponedores y
artrépodos que depredan a los huevos, lo que aumenta la temperatura debido a la
descomposicion de los huevos (Baena et al., 2015; Baena et al., 2020; Madden et
al., 2008; Valverde et al., 2010).

Tomando en cuenta la propuesta de Mrosovsky e Yntema (1980) en la que, si el
CM tiene un valor superior a 1°C durante el PST, se considera biologicamente

significativo en la proporcion de sexos de las nidadas. Para los valores obtenidos
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en este trabajo, el CM no modificé la proporcidon de sexos, ya que fueron menores
a 1°C; sin embargo, para los datos de Valverde et al. (2010) en Costa Rica, si hay
un efecto. También hay un efecto en E. imbricata (Glen y Mrosovsky, 2004) y C.
mydas (Broderick et al., 2001). En C. mydas y en L. olivacea ocurre algo similar,
pues en el trabajo de Broderick et al. (2001) en la Isla Ascensién, hay un efecto en
las proporciones sexuales; por su parte, en los trabajos de S6nmez (2018) y
Onder y Candan (2016), ambos en Turquia, no lo hay. Esto sugiere que el CM
podria tener un efecto en la proporcidén de sexo, pero solo en algunas playas (con
sus factores ambientales y fisicos propios) y, por lo tanto, el efecto puede darse o
no en especies que ovopositen en una latitud determinada. Sin embargo, es
necesario considerar qué criterio se toma para decir que el CM es biolégicamente
significativo en la proporcion de sexos. Algunos lo consideran significativo aun si
es menor a 1°C (Onder y Candan, 2016; Sénmez 2018), ya que se basan en
modelos de regresidn para calcular proporciones sexuales a partir de la
temperatura de incubacion: la diferencia que hay entre las proporciones sexuales
obtenidas considerando el CM y no considerandolo, lo toman como un efecto
feminizante. Esto puede considerarse una suposicion muy reduccionista, pues no
toma en cuenta la complejidad de cada playa ni la distribucion del calor en los
nidos (Broderick et al., 2001; Godley et al., 1997).

Hay dos RTT documentadas en la literatura para L. olivacea: el primero que va de
26 a 33°C (Merchant-Larios et al., 2010); y un segundo mas estrecho que va de
29.6 a 31.4°C (Castheloge et al., 2018). EI RTT de Merchant-Larios et al. (2010)
tiene un rango mayor. Sin embargo, no es invalido, pues a 26°C se asegura la
determinaciéon de 100% machos en laboratorio, mientras que a 33°C son 100%
hembras. Considerando la RTT de Castheloge et al. (2018) que va de 29.6 a
31.4°C, asi como los aumentos de temperatura (que devienen del CM) sobre los
valores de los NHS de cada experimento, tenemos que durante el experimento
Oct-16 los NHD contindan en una TF (33.79 + 0.38 = 34.17°C) y por ello que se
produzcan 100% hembras. Los de Ene-20 estan por encima de la TM (29.8 + 0.51
= 30.31°C), lo que explicaria la presencia de una hembra. De manera que el

aporte de temperatura generado por el CM y su efecto sobre la proporcion de
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sexos no es evidente cuando la temperatura de los NHS (o la arena) se encuentra
en los limites del RTT (Broderick et al., 2001). No obstante, su efecto sera
evidente cuando la temperatura de los NHS se encuentre en los valores

intermedios del RTT.

Es importante considerar la heterogeneidad de las condiciones para obtener el
valor de referencia al calcular los valores del CM (en este trabajo el de los NHS,
en el de la mayoria de los trabajos la temperatura de la arena). Gammon et al.
(2020) discuten la influencia de la heterogeneidad sobre el calculo del CM, y
sugieren una estandarizacion en la metodologia para el calculo del CM.
Recomiendan calcularlo como la diferencia entre la temperatura del centro del nido
y la temperatura de la arena a 1 m del nido; ambos sensores de temperatura
deben ser ubicados a la misma profundidad y paralelos a la linea media de marea.
Sin embargo, consideramos que nuestro método es mas representativo por
respetar la estructura del nido y su distribucion del calor, aunque al mismo tiempo
es menos practico al rellenar y colocar pelotas en NHS. Comparar perfiles de
temperatura de la arena y de NHS nos daria mas informacion sobre la necesidad
de realizar el método que sugerimos, sin embargo, en este trabajo no se tomaron

datos de la arena, por lo que la comparacion no se realizé.

8.2 Temperaturas sequn la ubicacion de los huevos en el nido: Oct-16

Con el fin de abordar el posible efecto del CM sobre la temperatura de diferentes
ubicaciones de los huevos en el nido, se tomaron en cuenta los sensores de

temperatura ubicados en las diferentes partes de los nidos.

Hay dos hechos que nos confirman que las diferencias de temperatura entre las
ubicaciones dentro nido se deben al CM y no a las cuestiones fisicas de la arena o
la playa. Primero, los registros del NHS y su ausencia de diferencias significativas
en cada uno de los tercios nos dice que en ausencia de CM no hay diferencias
entre ubicaciones. Segundo, las diferencias entre el centro y el fondo del nido
aumentan conforme avanza el tiempo de incubacién, pues esta diferencia es

mayor durante el tercer tercio; este comportamiento es propio del CM.
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De acuerdo con las temperaturas promedio de cada uno de los nidos durante el
primer tercio de incubacion, no hubo diferencias significativas entre las diferentes
ubicaciones. Durante el primer tercio la cantidad de CM producida por los
embriones no es evidente, de manera que la diferencias entre ubicaciones dentro
del nido no es distinguible. En cambio, durante el segundo y tercer tercio se
observan diferencias. La parte superior y central del nido tuvieron diferencias
ligeras, pero no son estadisticamente significativas. Sin embargo, el centro si
presento diferencias con la ubicacion inferior del nido. De acuerdo con lo
registrado en otras tortugas marinas, se esperaria que el centro tuviera diferencias
significativas con ambas ubicaciones (Booth y Astill, 2001; Patifio-Martinez et al.,
2011; Wallace et al., 2014). Esto no se cumple en nuestros resultados. La
explicacion es el NHD 3, que tuvo un comportamiento inusual, ya que su registro
superior tuvo temperaturas mayores a las del centro. De manera que, al analizar
los rangos de temperatura promedio (prueba Kruskall-Wallis) por ubicacién, se
traslapan entre si, lo que da como resultado la ausencia de diferencias

significativas.

No se encontraron trabajos con L. olivacea que hayan documentado estas
diferencias de temperaturas en las diferentes ubicaciones dentro del nido. Asi,
comparamos nuestros valores con los registrados para nidos de otras tortugas
marinas. La diferencia promedio entre el centro y el fondo de nuestros nidos
durante el segundo tercio fue de 0.18°C, mientras que para el tercer tercio tuviera
una diferencia de 0.41°C. La comparacién con trabajos que registran diferencias
entre el centro y el fondo del nido durante el segundo tercio de incubacion nos dice
que los valores de este trabajo son bajos comparados con los registrados para C.
caretta (0.4 - 0.9°C) (Hanson, Wibbels y Martin, 1998), C. mydas (0.3-0.6°C)
(Booth y Astill, 2001) y D. coriacea (0.7 - 0.8°C) (Patifio-Martinez et al., 2011;
Wallace et al., 2004).

Las diferencias entre los valores de las ubicaciones del nido entre especies se
pueden explicar por el tamafio y numero de huevos de los nidos de cada una
(Broderick et al., 2001; van de Merwe, lIbrahim y Whittier, 2006). El nimero de

embriones en desarrollo (biomasa del nido) es importante, pues éstos generaran
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calor durante su desarrollo. El tamafio de los embriones también se debe tomar en
cuenta, pues aumenta la biomasa del nido (Booth y Astill. 2001). Los huevos en
los que no hay embriones en desarrollo no son considerados dentro de la biomasa
del nido, ya que no generaran calor, a menos que se encuentren en
descomposicion (Bézy et al., 2015). Sin embargo, la informacion acerca del efecto
del tamafio o numero de huevos sobre la temperatura registrada (o el CM) de cada

especie es escasa (Howard et al., 2014).

Las diferencias entre las distintas ubicaciones de los huevos en el nido tienen
como consecuencia que dentro del nido haya diferentes regimenes de
temperatura y, por lo tanto, de velocidad de desarrollo. Esto podria influir en la
proporcion del sexo (Hanson et al., 1998, Patifio-Martinez et al., 2011), asi como
en la eclosién sincronizada (Booth y Astil, 2001), pues los huevos en el fondo del

nido se desarrollardn a menor velocidad y a temperaturas mas bajas.

8.3 Temperatura de los nidos v su relacién con las variaciones climaticas

En el presente estudio, los perfiles de temperatura de los NHD de L. olivacea,
mostraron un patrén similar a los registrados en otras especies en las que se
compararon con los perfiles de la arena (Binckley et al., 1998; Glen y Mrosovsky,
2004; Godley et al., 2001). En general, el patrén de temperatura fue relativamente
estable en el primer tercio. A partir del segundo tercio hubo un incremento
(atribuible al CM) alcanzando un maximo un dia antes de la eclosion, cuando

ocurrié un ligero descenso.

La comparacion de los dos experimentos realizados en el presente estudio
demuestra la importancia que tienen el periodo del afio y las condiciones
climatoldgicas sobre la incubacion en los nidos de L. olivacea. La temperatura
promedio en los nidos de Oct-16 tuvo registros mas altos que los de Ene-20. Esto
tiene una obvia correlacién directa con las variaciones en temperatura ambiental
existente en las diversas estaciones del aiilo como ha sido registrado en C. caretta

(Matsuzawa et al., 2002; Mrosovsky, Hopkins-Murphy y Richardson, 1984).
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La diferencia en las temperaturas promedio entre el experimento Oct-16 y Ene-20
fue de 3.81°C. Los nidos de Oct-16 llegaron a eclosion en un periodo mas corto
gue los de Ene-20, lo que concuerda con lo propuesto por Ackerman (1997) sobre
el efecto de la temperatura en la velocidad de desarrollo de los embriones. Este
hecho se ha documentado en varias especies de tortugas marinas, tanto en
trabajos de laboratorio con temperaturas controladas (Merchant-Larios et al.,
1997), como en playas con fluctuaciones diarias de temperatura (Godfrey et al.,
1997; Godley et al., 2002; Matsuzawa et al., 2002).

El NHD 3y el NHS 3 del experimento Ene-20, dada su ubicacion en el corral,
durante la tarde (4 horas aproximadamente) recibian sombreado natural por la
vegetacion de la playa, de manera que sus registros de temperatura son mas
bajos que sus pares no sombreados. El sombreado natural represent6 una
diferencia significativa (Tabla 3) en cuanto a la temperatura entre nidos. Sin
embargo, no implicé cambios en la proporcion de sexos, ya que entre los nidos de
Ene-20 fueron practicamente todos machos y el nido que mostro una hembra fue
el NHD 1. Se esperaria que el sombreado generara cambios en la proporcion de
sexos como ya se ha sugerido (Esteban et al., 2018; Hill et al., 2015; Vindas-
Picado et al., 2020; Wood, Booth, Limpus, 2014), pues disminuyendo la
temperatura se generarian mas machos. Sin embargo, como ya se mencioné
antes, el experimento Ene-20 se localizé en el limite masculinizante del RTT, y
este efecto no fue evidente. Es muy probable que, aumentando el nimero de
experimentos en diversas temporadas del afio, aumenten las diferencias de
temperatura entre experimentos e incluso entre nidos, ya sea por sombreado
natural u otros factores intrinsecos de la playa o el ambiente y, con ello, es posible

gue influya directamente en la proporcion de sexos.

Las temperaturas durante el segundo tercio de incubacion son 34.17°C para Oct-
16 y 30.32°C para Ene-20. Considerando la TP (en un rango de 30-30.7°C;
Castheloge et al., 2018; McCoy et al., 1983; Wibbels et al., 1998) para L. olivacea,
se esperaria que los nidos Oct-16 fueran en su totalidad hembras, mientras que
los de Ene-20 tuvieran una proporcion de sexos cercana a 1:1. El primer caso se

cumple. Sin embargo, el segundo caso no, pues en esos nidos fueron
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practicamente todos machos (2.2% de hembras). Esto deja entrever que las TP
obtenidas en el laboratorio representan una simplificacion con respecto a las
condiciones existentes en los nidos naturales, y que podrian diferir entre

poblaciones de la misma especie.

Los estudios donde se busca la TP de laboratorio de las diferentes especies de
tortuga marina, generalmente utilizan una cantidad reducida de huevos (10-40
huevos) en incubadoras con temperaturas estables (Castheloge et al., 2018;
Godfrey et al., 1999; Godfrey y Mrosovsky, 2006). Esto no sucede en las
condiciones naturales de un nido, pues tienen un nimero mayor de huevos, que
varia de acuerdo con la especie y nido (Miller, 1997) y fluctuaciones de
temperatura diarias. Otro factor importante es la temperatura experimentada por
los huevos, pues en nidos naturales la distribucion interna del calor es compleja e
irregular, y no regular como lo seria en las cajas plasticas que se utilizan en las
incubadoras. De esta manera, los resultados de proporciones sexuales de estos
experimentos estan sesgados por el reducido nimero de embriones que lleguen a
eclosionar (Godfrey et al., 1999; Godfrey y Mrosovsky, 2006; Reinhold et al., 2017;
Wibbels et al., 1998). Esto dificulta la extrapolacién acritica de la TP obtenida en el
laboratorio a los nidos naturales. Sin embargo, la TP debe ser entendida como un
concepto tedrico de utilidad matematica en la estimacion de sesgos en la
proporcién de sexos y ampliamente utilizada en la elaboracion de modelos
predictivos (Godfrey y Mrosovsky, 2006; Mrosovky y Pieau, 1991).

8.4 Importancia de la latitud (playas) en el estudio de la temperatura de los nidos

En este estudio, intentamos imitar la morfologia de los NHD suplantando los
huevos con pelotas llenadas con agua con un diametro similar a los huevos
naturales, de manera que asumimos que la variacion de las temperaturas
registradas en los NHS no tiene influencia derivada del CM generada por los
embriones en desarrollo. Las diferencias cuantitativas en los perfiles de
temperatura de los NHD, depende tanto de factores externos como internos.
Como interno tenemos al CM (van de Merwe et al., 2006). Entre los externos estan

los factores fisicos y ambientales como: la temperatura superficial del aire
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(Montero et al., 2018; Santiadrian-Tomillo et al., 2012; Santiadrian-Tomillo et al.,
2015), la temperatura superficial del mar (Girondot y Kaska, 2015), el tamafio de
grano (Marco et al., 2017; Mortimer, 1990), color (Hays et al., 2001; Laloé et al.,
2014) y humedad de la arena (Montero et al., 2018; Sifuentes-Romero et al.,
2018), mismos que determinan la conduccion de la energia en forma de calor
proveniente del sol hacia los huevos en los nidos (Sandoval et al., 2011). Este
hecho muestra la importancia de tomar en cuenta la diversidad de playas con sus
factores fisicos particulares a la hora plantear modelos de prediccién de
temperatura en los nidos. Asi mismo, es necesario tener registro del mayor
namero de playas posibles, con el fin de fortalecer los modelos tedricos existentes

con un mayor numero de datos fundamentados con resultados empiricos.

Las diferencias de temperatura entre los datos de Valverde et al., (2010) y los
nuestros deben explicarse por las diferencias de latitud y por las condiciones
ambientales durante los afios y meses que se realizaron, pues sus controles
(temperatura de la arena) muestran temperaturas superiores a los nuestros
(temperatura de los NHS). Sin embargo, nosotros no tomamos datos ambientales
que permitan comparar. Finalmente, como ya se mencion0 anteriormente, las
temperaturas del trabajo citado provienen de nidos in situ, lo que tiene

implicaciones en los registros de temperatura.

8.5 Etapas de desarrollo en los nidos de referencia Ene-20: implicaciones en el
PST

El empleo de los nidos de referencia en el presente trabajo tuvo como objetivo
conocer las etapas del desarrollo embrionario en las que se encuentran los nidos
incubados simultaneamente. Como el muestreo requiere abrir el nido y exponerlo
brevemente a la temperatura ambiente, consideramos la posibilidad de que sus
perfiles de temperatura se vieran afectados. Asi, se excluyd el muestreo para los

NHD de Ene-20 y solo se tomaron embriones de los nidos R1 y R2.

Dada la falta de diferencias significativas en los datos de temperatura, las etapas
registradas en el nido R1 pueden extrapolarse a los NHD 1, 2y 3. Llama la
atencion que a pesar de que el nido R1 tuvo diferencias en el patréon de
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temperatura con el NHD 3 (Fig. 5), no mostr6 diferencias significativas (Tabla 3).
Sin embargo, los nidos NHD 1 y 2 comparados con el NHD 3, si mostraron
diferencias (Tabla 3), lo por que no parece valido asumir que las etapas
registradas en el R1y en los NHD 1y 2 sean las mismas a NHD 3. Sin embargo,
el nido R2 no tuvo diferencias significativas con el NHD 3, quedando como su

referente de etapas.

A pesar de las diferencias significativas entre los nidos R1 y R2 (Tabla 3), los
embriones de ambos nidos mostraron el mismo patrén de etapas de desarrollo. Lo
gue sugiere que, las diferencias de temperatura de esta magnitud (0.5°C) no
modifican drasticamente las etapas de desarrollo. Asi, consideramos que es valido
asumir que los embriones de los nidos R1y R2ylosdelosNHD 1,2y 3 se

encuentran en las mismas etapas criticas cuando ocurre la determinacion sexual.

Como se ha mencionado, en la literatura generalmente los andlisis se enfocan en
la temperatura promedio de incubacion del segundo tercio de la incubacion total,
pues dentro de este periodo se encuentra el PST. Sin embargo, estudios en L.
olivacea indican que tal afirmacion es sélo parcialmente valida y puede resultar
imprecisa (Hernandez-Romero, 2018; Merchant-Larios et al., 2021). Durante el
desarrollo embrionario, la DST ocurre a nivel de la gonada bipotencial. Los genes
Sox9 (SRY box 9), Dmrtl (Doublesex and mab-3 related transciption factor 1) y
FoxI2 (Forkhead box L2) todos factores de transcripcion se han visto involucrados
en el establecimiento de la gbnada bipotencial, en la determinacion y
diferenciacion del sexo en especies con DST. Sox9 principalmente se encuentra
implicado en el establecimiento de la gébnada bipotencial, pero también importante
en la determinacién y diferenciacion de testiculos igual que Dmrtl, mientras que
FoxI2 es importante en la determinacion y diferenciacion de ovarios (Diaz-
Hernandez et al. 2012; Ge et al. 2017; Rhen et al. 2007; Shoemaker et al. 2007;
Torres-Maldonado et al. 2002). Las redes de expresion genética involucradas se
establecen entre las etapas 23, 24, 25y 26. Brevemente: los genes Sox9, Dmrtl
se expresan gradualmente durante las etapas 23y 24 tanto a TF (33°C) como TM
(26°C), mientras que FoxI2 se expresa en la etapa 24 a TM y TF. Sin embargo, a

TF, en la etapa 25, la expresién de Sox9 y Dmrtl disminuyen y FoxI2 se
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incrementa; en contraste, a TM Sox9 y Dmrtl aumentan y FoxI2 disminuye. Las
diferencias cuantitativas en la expresion de los tres genes termo-dependientes se
acenttan en la etapa 25. Finalmente, la diferenciacion histolégica de la génada
como ovario o testiculo es evidente en la etapa 26. En la etapa 26 a TF, FoxI2
permanece expresandose en las células de la corteza ovarica y los cordones
medulares fragmentados en tanto que, el Sox9 y el Dmrtl desaparecen junto con
la remodelacion de los cordones medulares. Por otro lado, en los testiculos Sox9 y
Dmrtl continlan expresandose en los cordones seminiferos y Foxl2 desaparece
(Diaz-Hernandez et al., 2020).

Experimentos de intercambio de TF a TM e inversamente, mostraron que
alrededor del 95% de los embriones en la etapa 26 no responde al cambio de
temperatura, diferenciando ovarios o testiculos al ser cambiados a TMy TF,
respectivamente. Es decir, el sexo ya esta determinado en la etapa 26. En
contraste, en las etapas 23 y 24 todos los embriones responden diferenciando sus
gonadas de acuerdo con la TF o TM de cambio, formando ovarios o testiculos,
respectivamente. La etapa 25 puede considerarse de transicién ya que un numero
variable de embriones responde al intercambio (Cruz-Alcantara, 2019; Merchant-
Larios et al., 1997).

Asi, podemos delimitar, a partir de muestreos, el intervalo de dias (alrededor de 7
dias; Merchant-Larios et al. 2021) en el que los embriones se encuentran en las
etapas criticas de la determinacién del sexo y tener un PST mas preciso. Esto
podria resultar util en el planteamiento de modelos de prediccién de temperatura
del nido y por lo tanto del sexo de éstos. La idea de tomar en cuenta a las etapas
de desarrollo para delimitar un PST mas preciso también es comentada por Abreu-
Grobois et al. (2020), quienes toman criterios morfologicos del desarrollo,
considerando desde la etapa 21, cuando la cresta genital se desarrolla, hasta la
etapa 26 cuando la gonada ya se diferencié. Sin embargo, no mencionan redes de
expresion y regulacion génica. Merchant-Larios et al. (2021) también comentan

esta idea con fundamento en las redes de regulacion y expresion de genes.



8.6 Temperatura durante el PST de Ene-20

La temperatura promedio durante el PST, esta no fue distinta a la del segundo
tercio de incubacion, esto se debe a que a lo largo del periodo de incubacion del
experimento Ene-20 no hubo cambios bruscos de temperatura, de manera que, en
este caso, el perfil de temperatura de los nidos fue regular, es decir, con un
comportamiento ascendente durante toda la incubacion (Fig. 9).

El patron de temperatura se puede ver alterado si ocurre un fenomeno
meteoroldgico que cambie las condiciones ambientales drasticamente, como la
lluvia moderada (Valverde et al., 2010) o intensa ((Staines et al., 2020), como en
los huracanes (Wallace et al., 2004) que, al disminuir la temperatura de la arena,

disminuye la temperatura de los nidos.

Un cambio importante en la temperatura en los NHD tendra consecuencias
distintas segun en qué momento de la incubacion ocurra. Si ocurre durante el
primer tercio modificard la velocidad de desarrollo de los embriones (periodo
requerido para pasar de una etapa a la siguiente) cambiando la posicion del PST,
independientemente del promedio de temperatura registrado durante todo el
periodo de incubacién. Esta afirmacion se basa en el hecho de que las génadas
embrionarias se establecen precisamente durante la primera mitad del segundo
tercio, y es en las génadas donde la temperatura determina el sexo de los
embriones (Moreno-Mendoza, Harley y Merchant-Larios, 2001). Finalmente, si el
cambio brusco ocurre durante el segundo tercio, su efecto dependera de la etapa
de desarrollo en que ocurra. Si es durante las etapas 23 y 25, que en este caso
fue en un periodo de 10 dias, la proporcién de sexos variara y sera independiente
del promedio de la temperatura registrada durante el segundo tercio (alrededor de

15 dias aproximadamente).
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9. Conclusiones

1. Durante el segundo tercio de incubacion, la temperatura promedio de los nidos
NHD y NHS en el experimento de Oct-16 fue de 34.17°Cy 33.79°C,
respectivamente. Por otra parte, la temperatura promedio de los NHD y NHS en
el experimento de Ene-20 fue de 30.32°C y 29.80°C, respectivamente.

2. Los resultados muestran que, el promedio de temperatura del experimento Oct-
16 resulto en un 100% hembras, en contraste con el 2.2% de hembras de Ene-
20. ElI CM durante el segundo tercio de incubacion fue de 0.38°C y 0.52°C,
respectivamente. Los actuales resultados sugieren que el aumento de
temperatura dado por el CM no influye significativamente sobre la proporcion
de sexos cuando el promedio de temperatura de los NHS se ubica en los
limites del RTT. Sin embargo, es probable que afecte la proporcion de sexos
cuando la temperatura promedio del segundo tercio de incubacion se

encuentre en los valores intermedios del RTT.

3. Los presentes resultados son preliminares. Su validacion requiere del
monitoreo de un mayor niumero de nidos en diversas condiciones

climatolégicas.
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