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RESUMEN

En muchos reptiles la temperatura de incubacién en etapas
embrionarias determina el sexo. En la tortuga marina Lepidochelys
olivacea, temperaturas mayores de 32°% producen hembras, mientras
que los machos se desarrollan a temperaturas menores de 28%. Se ha
sugerido una hipbtesis que propone la participacién del sistema
nervioso. Esta tesis planted: a) delimitar el periodo sensible a la
temperatura para la determinacién del sexo, b) conocer el efecto de
la temperatura de cultivo en la gdnada aislada y c¢) investigar el
efecto del estradiol en la génada in ovo y aislada. Para conocer el
periodo sensible a la temperatura, se realizaron experimentos de un
cambio de temperatura con embriones de las etapas 17 a 27. Los
cambios fueron de temperatura masculinizante a feminizante y
cambios a la inversa. Ademds, se realizaron experimentos de doble
cambio de temperatura, es decir, de temperatura masculinizante a
feminizante a masculinizante y cambios a la inversa. Para evaluar
el efecto de la temperatura en la gbnada aislada, se realizaron
cultivos de gbénadas aisladas de embriones de las etapas 25 y 26,
previamente incubados a temperatura masculinizante. También se
realizaron, cultivos de gdnadas aisladas de embriones de las etapas
22, 23, 25 y 26, provenientes de temperatura feminizante. Para
conocer el efecto del estradiol en la génada in ovo, la hormona se
aplicé a huevos con embriones de las etapas 17 a 27 incubados a
temperatura masculinizante. E1 efecto del estradiol en la gdnada se
determind en tortugas a la eclosidén y hasta de nueve meses de vida.
Ademads, se realizaron comparaciones morfométricas de ovarios de
hembras inducidas por la aplicacién de estradiol respecto de
ovarios de hembras inducidas por la incubacién a la temperatura
feminizante. Para investigar el efecto de estradiol en la gdnada
aislada, se realizaron cultivos de gdnadas en presencia del
estradiol incubados a temperatura masculinizante.

El periodo sensible a la temperatura de ambos sexos, en base
a una escala de desarrollo morfoldégico se ubica entre las etapas 20
a 26. A su vez, cuando este periodo se determina en una escala
cronoldégica, se ubica entre los dias de incubacién 12 a 30. En la
génada aislada, la temperatura masculinizante provocé que 1los
cordones medulares se mantuvieran y la temperatura feminizante
indujo gue los cordones medulares se disgregaran. En la corteza de
las gb6nadas aisladas, la temperatura de cultivo no indujo efecto
consistente. Por otro lado, cuando el estradiol se aplicd a
embriones de las etapas 17 a 25 provocd feminizacién de la gdnada
en todos los embriones. Cuando el estradiol se aplicd a embriones
de las etapas 25-26 y 26 feminizd la génada de algunos embriones.
En la etapa 27 no logrdé feminizar 1la goénada. Comparaciones
morfométricas entre ovarios inducidos por el estradiol y 1la
temperatura feminizante, mostraron diferencias entre estos dos
tipos de ovarios. La feminizacién inducida por el estradiol se
mantiene en tortugas de nueve meses posteclosién. El estradiol no
indujo clara feminizacién en la génada aislada. Los resultados
obtenidos parecen apoyar la hipétesis de que el sistema nervioso
central puede participar en el proceso de determinacidén sexual de
la génada de la tortuga marina L. olivacea.



DIFERENCIACION SEXUAL EN Lepidochelys olivacea: PERIODO SENSIBLE A
LA TEMPERATURA, EFECTO DE LA TEMPERATURA Y EL ESTRADIOL EN LA
GONADA.

INTRODUCCION

Los reptiles (actualmente con mi&s de 6,000 especies) forman
una de las cinco clases de vertebrados gque evolucionaron de
anfibios primitivos hace mds de 200 millones de afios llegando a
dominar practicamente todos los ambientes de la tierra en el
Mesozoico (Bellairs y Altridge, '75). Hoy en dia los reptiles estéan
representados por las tortugas (con 244 especies), cocodrilos (22
especies), serpientes (2,389 especies), lagartijas (3,751
especies), anfisbénidos (144 especies) y el tatuara de Nueva
Zelanda (Bellairs y Altridge, '75; Janzen y Paukstis, '91). Las
tortugas constituyen el grupo de reptiles méds primitivo y desde su
aparicién, desarrollaron la capacidad de invadir con éxito varios
ambientes, estando representadas por las tortugas terrestres, las
dulceacuicolas y las marinas (Ernst y Barbour, '89).

Las tortugas marinas se clasifican en dos familias con un
total de ocho especies, algunas de éstas presentan amplia
distribucién mundial, Tabla 1 (Marquez-Millén y col., '90; Ernst y
Barbour, '89). A los mares mexicanos llegan siete de las ocho
especies, Tabla 1, por 1lo cual, algunos especialistas han
denominando a México como "El pais de las tortugas" (Marquez-Millan
y col., '90). El presente estudio incluye como modelo de estudio a
la tortuga marina L. olivacea (Ilustracién 1).

L. olivacea también conocida como tortuga golfina, se
distribuye mundialmente en latitudes cercanas a los trépicos,
habitando principalmente en el hemisferio Norte y teniendo como
limite de distribucién las regiones isotérmicas de los 20,



Tabla 1.- Las diferentes especies de tortuga marina y su distribucion.
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Nombre Rangode Distribueion
Familia Género Especie Subespecie comiin  distribucidn  en México
Cheloniidae Caretla carelta caretla Cahuama Mundial Golfoy Caribe
Caretta carelta gigas Perica Mundial  Pacifico (1)
Chelonia mydas Blanca Mundial  Golfoy Caribe
Chelonia agassizi Prieta Pacifico(2) Pacifico
Eretmochelys  imbricata __imbricata Carey Mundial  Golfo y Caribe
Eretmochelys  imbricata bisa Carey Mundial  Pacifico
Lepidochelys kempi Lora Atlantico(3) Golfo y Caribe
Lepidochelys olivacea Golfina Mundial  Pacifico
Natator depressus Kikila Australia -
Dermochelyidae | Dermochelys coriacea coriacea Laiid Mundial  Golfo y Caribe
Dermochelys coriacea schlegelii  Tinglada Mundial  Pacifico

:No anida, solo arriba temporalmente
3:Golfo de México, Mar Caribe y norte del Atlintico

2:Desde el pacifico mexicano hasta Peru.

Ilustracién 1.- La tortuga marina’ Lepi_doéhéiys bliiraéea'.,
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Ilustracién 2.~ Distribucién mundial de Lepidochelys
olivacea.

Ilustracién 2 (Marquez-Milléan, '90).

Las tortugas marinas L. olivacea y L. kempi, son las Gnicas
especies que manifiestan el comportamiento reproductivo denominado
arribazén, que consiste en la llegada masiva de hembras a los
sitios de anidacién (en cientas o miles) durante un periodo de tres
a siete dias (Marquez- Millan, '90). Las hembras depositan en
promedio 100 huevos por nido, teniendo regularmente de dos a tres
anidaciones por temporada reproductiva. De todas las tortugas
marinas, la especie mAs abundante es L. olivacea conociendo el
amplio intervalo de distribuciédn mundial y la concentracién de
algunas poblaciones en determinados paises, Tabla 2 (Marquez-
Millan, '90). En México, L. olivacea anida en muchas playas
distribuidas a lo largo del Pacifico, desde el estado de Sinaloa
hasta Chiapas (Marquez-Milladn y col., '90). Cabe resaltar, que la
playa de mayor anidacidon para esta especie es la de La Escobilla,
ubicada en Oaxaca.
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Tabla 2.- Localizacién mundial de
las principales playas de anidacién
de la tortuga Lepidochelys olivacea

@fs =_Anidaciones por oo
Meéxico mas de 200,000

[Costa Rica mds de 200,000

INicaragua mas de 20,000
Guatemala 3,000

{Honduras 3,000

fSurinam mis de 2,000

fGuyana Francesa mads de 500
Angola, Namibia y
Costa de Marfil 500

Malasia e
Isla de Adaman menos de 1000
Jindia mds de 300,000

También L. olivacea, es la especie de tortuga marina que anida
en mayor nGmero en playas mexicanas (Marquez-Millan y col., '90).

DETERMINACION SEXUAL EN VERTEBRADOS

En los vertebrados la determinacidén sexual se establece por
efecto de factores genéticos, ambientales o ambos, Tabla 3 (Deeming
y Ferguson, '88; Bull, '80, '85). El tipo de Determinacidén 8exual
Genética (D8G), lo manifiestan en su totalidad las aves y los
mamiferos, asi como también muchos peces, anfibios y reptiles y se
distingue porque el sexo del individuo se establece al momento de
la fertilizacién mediante el genotipo y no es modificado por el
ambiente (Janzen y Paukstis, '91). Esta forma de determinacidn
sexual incluye machos heterogaméticos (XXQ:XYo, tipico en
mamiferos), hembras heterogaméticas (2W9:ZZ0 comin en aves) vy
arreglos poco comunes como cromosomas homomérficos (en algunas
serpientes) (Janzen y Paukstis, '91). '
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Tabla 3.- Determinacion del sexo en vertebrados.

ﬁpos de determinacion sexual
Determinacion sexual Determinacion sexual
genética ambiental
Clase Niimero relativo Tiposde |Nimero relativo
de especies cromosomas |de especies Factor
Peces Muchas; XX/XX, ZW/ZZ, XX/XY | Algunas: T, pH
Anfibios Muchas: XX/XX, ZW/ZZ, XX/XY | Algunas: T
Reptiles Muchas: XX/XX, ZW/ZZ, XX/XY | Muchas: . T
Aves Todas: ZW/ZZ Ninguna -
[Mamiteros | Todas: XX/XY | Ninguna -

XX/XX= machos y hembras sin cromosomas sexuales evidentes
ZW/ZZ= hembras heterogaméticas; XX/XY = machos heterogaméticos
T= Temperatura ambiental; pH= pH del medio acudtico

En los vertebrados el tipo de Determinacién Sexual Ambiental
(D8A) , ocurre en peces, anfibios y reptiles, siendo comiin en este
dltimo grupo (Bull, '80). Esta forma de determinacién sexual se
caracteriza por el establecimiento del sexo, después de que el
embrién (o larva) en ciertos estadios del desarrollo ha estado
expuesto al factor ambiental determinante (Janzen y Paukstis, '91).
La DSA se conoce mediante dos factores determinantes: a) la
temperatura de incubacién ambiental para algunos peces, anfibios y
reptiles (Conover y Kynard, '81; Dournon y col., '90; Bull, '80) y
b) el pH del agua para ciertas especies de peces (Rubin, '85).

DETERMINACION SEXUAL EN REPTILES

En los reptiles la forma mids frecuente de DSA es la de
Determinacién 8exual Dependiente de la Temperatura de incubacién
(D8DT) (Bull '80). Esta forma consiste en que la temperatura de
incubacién experimentada en ciertas etapas embrionarias determina
el sexo del individuo (Janzen y Paukstis, '91). ILos priméros
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hallazgos de DSDT en el grupo de los reptiles fueron reportados por
Charnier ('66), Pieau ('71) y Ferguson y Joanen ('82), Tabla 4. En
otro estudio, ¥Yntema ('76), reporté6 la DSDT en la tortuga de agua
dulce Chelydra serpentina. En esta especie la incubacidén de huevos
a 20° y 30°C provocé la eclosién del 100% de hembras; a 24°C se
desarrolld el 100% de machos; ambos sexos se diferenciaron en los
intervalos 21°-23° y 26°-29°C, pero con un mayor porcentaje de machos
a 22° y 28%.

De las aproximadamente 6,551 especies de reptiles, se han
‘realizado estudios del cariotipo en mas de 1000, y de éstas, 329
presentaron cromosomas sexuales heteromdrficos, 25 especies
mostraron cromosomas homomérficos. S&6lo 94 especies han sido
estudiadas para conocer si presentan DS8DT, de éstas, 72 especies
manifestaron DSDT (Janzen y Paukstis, '91). Ninguna especie con
cromosomas sexuales heteromdérficos presenta DSDT. Hasta la fecha,
la D8DT se ha encontrado en las tortugas, cocodrilos y lagartijas
(Janzen y Paukstis, '91).

En los grupos de reptiles se presentan los diferentes tipos de
determinacién sexual, Tabla 5. En el orden Chelonia (tortugas), la
DSDT es bastante frecuente con algunas excepciones. Algunas
tortugas muestran DSG: se han registrado machos heterogaméticos
(XX9Q/XYs) en Staurotypus triporcatus, S. salvinii (Bull y col.,
'74) , Siebenockiella crassicollis (Carr y Bickham, '81) y Platemys
radiolata (McBee y «col., '85). Al parecer existen hembras
heterogaméticas (2W9/ZZJ) en Kachuga smithi (Sharma y col., '75).
Mientras que, Trionyx spiniferus presenta DSG pero sin cromosomas
sexuales (Vogt y Bull, '82a).

Las lagartijas como las tortugas manifiestan amplia variacién
en los tipos de determinacién sexual, presentando: DSDT, machos o
hembras heterogaméticas e individuos con cromosomas sexuales
homomdérficos (Janzen y Paukstis, '91). .
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Tabla 4.- Primeros registros de determinacicn sexual por efecto de la
temperatura de incubacion en los principales grupos de reptiles.

Investigadores Grupo Especie T. de incubacion : % te machos
Charnier ('66) Lagartijas | dgama agama 26.5C:2 29C:100
Pieau ('71) Tortugas |Emys orbicularis <27.5C:100 | 29-30°C: 0
r Testudo graeca <30°C:100 | 31-33°C:0
Ferguson y Cocodrilos |Alligator
oanen (°82) mississippiensis <30°C: 0 > 34°C: 100
T= Temperatura %= porcentaje

En el grupo de las serpientes, todas las especies estudiadas
presentan DS8G mediante hembras heterogaméticas o individuos con
cromosomas sexuales homomérficos. En ningin miembro de este grupo
se ha reportado DS8DT (Janzen y Paukstis, '91). La tuatara y los
anfisbénidos parecen mostrar DSG (Janzen y Paukstis, '91).

A diferencia de los otros grupos, todas las especies de
cocodrilos estudiadas presentan DSDT. En estudios realizados
investigando el cariotipo, todos 1los miembros de este grupo
presentaron cromosomas homomérficos (Cohen y Gans, '70), condicién
necesaria para la DS8DT (Bull, '80). Lo anterior puede indicar que
la DSDT es universal para los cocodrilos a diferencia de los otros
grupos de reptiles (Janzen y Paukstis, '91).

Se mencioné que la DSDT es la forma més frecuente de DSA en
reptiles, pero al parecer no es la Gnica, Gutzke y Paukstis ('83),
encontraron que la variacién en el contenido de humedad (potencial
hidrico) del sustrato de incubacidén influyd ‘en la determinacién
sexual de la tortuga Chrysemys picta. Sin embargo, estos resultados
no son concluyentes y atGn es dudosa la influencia del factor
humedad en la determinacién del sexo y mis que resultados similares
no se han logrado repetir (Packard y col., 91). '
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Tabla 5.- Determinacion del sexo en reptiles.

. | ‘Tipos de determinacion sexual
Grupo Determinacidn sexual Determinacidn sexual
Taxénomico genética ambiental
Niimero relativo Tiposde |Niimero relativo
de especies cromosomas _|de especies Factor
Tortugas Algunas: XX/XX, ZW/ZZ, XX/XY | La mayoria: T, H20?
Tuatara Todas (1) ? Ninguna -
Anfisbenidos| Muchas: ? - ? ?
Lagartijas Muchas: XX/XX, ZW/ZZ, XX/XY | Algunas: T
Serpientes | Todas: XX/XX, ZW/ZZ Ninguna -
ICocodrllos Ninguna - Todas: T

XX/XX= machos y hembras sin cromosomas sexuales evidentes

ZW/ZZ= hembras heterogaméticas; XX/XY = machos heterogaméticos
T= Temperatura de incubacidn; H20? = humedad, no se ha reconfirmado
?= no se conoce

Después de numerosas investigaciones se han encontrado cinco
patrones de respuesta a la temperatura de incubacién en la
determinacidn sexual de los reptiles, Esquema 1 (Bull, '80; Head y
col., '87; Dournon y col., '90):

Patrén 1: Tipo E. orbicularis, Esquema 1, Grafica A:

Los dos sexos se obtienen con la incubacién en un intervalo
estrecho de temperatura. Arriba de este intervalo todos los
individuos producidos son hembras fenotipicas, mientras que debajo
de este mismo intervalo de temperatura se obtiene el 100% de machos
fenotipicos (Pieau, '76). Este patrdén lo presentan la mayoria de
tortugas.

patrén 2: Tipo A. mississippiensis, Esquema 1, Grafica B:

Es opuesto al anterior patrén, produciendose el 100% de machos
fenotipicos con 1la incubacién arriba del intervalo critico de
temperatura y el 100% de hembras fenotipicas producidas debajoAdel
intervalo critico (Ferguson y Joanen, '82). Este tipo de respuesta
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se ha encontrado en los cocodrilos Crocodylus niloticus, C.
siamensis, Caiman crocodylus (Deeming 'y Ferguson, '88), C.
moreletii (Aguilar-Miguel, '94). También parece ocurrir en dos
especies de lagartija A. agama (Charnier, '66) y Eublepharis
macularius (Wagner, '80).

Patrdn 3: Tipo C. serpentina, Esquema 1, Grafica C:

El 100% Qe hembras fenotipicas son producidas tanto a
temperaturas frias como a temperaturas calientes y el 100% de
machos fenotipicos se obtienen a temperaturas intérmedias; en este
patrén se presentan dos intervalos criticos de temperatura, uno a
temperaturas bajas y el otro a altas (¥ntema, '76). Este patrén
tambi&n ocurre en la lagartija Gekko japonicus (Tokunaga, '85) y en
dos especies de cocodrilos C. porosus y C. palustris (Deeming y
Ferguson, '88). Y pudiera ocurrir en otras especies (Gutzke y
Paukstis, '84).

Patrén 4: Tipo C. johnstoni, Esquema 1, Grafica D:

En esta especie, hembras fenotipicas fueron obtenidas en todas
las temperaturas de incubacidén y los machos fenotipicos sélo se
produjeron entre 31° y 32.5%, pero siempre en menor porcentaje que
las hembras (Webb y Smith, '84). Este tipo de respuesta también
parece ocurrir en C. acutus, sblo que en esta especie la incubacién
a 32°C produjo 50% de machos y 50% de hembras (Aguilar-Miguel, '94).
Esta forma pudo derivarse del patrén 3, al reducirse el intervalo
de temperatura critico que permite la determinacién de machos
(Dournon y col., '90).

Patrén 5: Tipo Lacerta viridis, Esquema 1, Grafica E:

En este caso, la temperatura de incubacién no interfiere en la
determinacién del sexo. En un estudio, se incubaron huevos de
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L. viridis a diferentes temperaturas, desde 17.5° hasta 35°%, para
cada temperatura la proporcién sexual fue aproximadamente de 1
macho:1 hembra (Raynaud y Pieau, '72). Esta forma también lo
presentan: la lagartija Dipsosaurus dorsalis (Muth y Bull, '81), la
vibora Nerodia fasciata (Osgood, '80) y las tortugas Chelodina
longicollis (Georges, '88), Emydura signata,' E. macquarii
(Thompson, '88) Clemyms insculpta (Bull y col., '85) y Trionyx
spiniferus (Vogt y Bull, ‘'82a).

La DSDT también se ha registrado en las tortugas marinas,
tanto en condiciones naturales como en estudios de laboratorio,
Tabla 6.

Las investigaciones sobre la DSDT han puesto en evidencia la’
necesidad de definir términos propios de este fenémeno, tales como
el de temperatura critica (Pieau, '76), temperatura pivote
(Mrosovsky e ¥ntema, '80), temperatura umbral (Bull, '80) y periodo
sensible a la temperatura (¥Yntema, '79; Pieau y Dorizzi, '81; Bull
y Vogt, '81; Bull, 87;). La temperatura critica, Pieau ('76), la
define como la temperatura de incubacién en la cual, los individuos
que nacen expresan el sexo fenotipico de acuerdo al sexo genético,
en tanto a temperaturas de incubacién por debajo o arriba de 1la
temperatura critica, una parte de los organismos adgquieren un
fenotipo sexual diferente a su sexo genético., Bull ('80), definié
la temperatura umbral, como la temperatura en donde la proporcidn
de sexos producida es de 1 macho:1 hembra, temperaturas por encima
o por debajo de esta temperatura umbral, inducen el predominio de
un sexo. Mrosovsky e Yntema ('80), definieron 1la temperatura
pivote, como la temperatura en donde la proporcién es 1 macho: 1
hembra. Si bien, los tres términos describen lo mismo desde un
punto de vista practico, se da preferencia al de temperatura
pivote, porque ha sido muy utilizado, ademds el término umbral es
aplicado ampliamente en otros contextos. En tanto, el término de
temperatura critica, puede provocar confusién porque criﬁico
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Tabla 6.- Registros de la influencia de la temperatura de incubacicn en la
determinacidn del sexo en las tortugas marinas sin incluir a Lepidochelys olivacea.

Porcentaje de machos producidos a
diferentes temperaturas de incubacion (°C)

Especie 25 26 27 28 29 30 31 32 3 34 Investigadores
C. caretta 100 100 56 0 0 Yntema y Mrosovsky, *79
C. carelta 100 100 *80 50 *0 0 Limpus y col., ’83

C. mydas 85 10 14 Miller y Limpus, ’81

C. mydas Nidos en campe: la incubacidn a temperatura ' Morreale y col, ’82

fria produjo mis machos y nidos incubados a
temperatura caliente desarrollo mis hembras

C. agassizi Nidos en playa Diaz y Alvarado, ’88

D. coriacea | Nidos en campo: el sexo de la gonada es influido Benabib-Nisenbaum, '84
por la temperatura de incubacidn y esta depende
de 1a ubicacidn del nido y fecha de oviposicidn

D. coriacea *100 *100 Dutton y col., ’85
D. coriacea 100 100 100 0 | Lescure y col., ’85
D. coriacea 100 100 100* *0 0 Rimblot y col., ’85
L. kempi Nidos en campo: < 28.6°C 100 %; > 31.2°C 0 % Aguilar-Reyes, '87
L. kempi Nidos en campo en Isla Padre, Texas: Shaver y col., ’88

temperaturas de incubacidn ba jas produjeron machos y
temperaturas de incubacidn alta produ jeron hembras

E. imbricata | Reporte de un nido en campo: temperaturas de Dalrymple, ’85
incubacion bajas solo produjeron machos

*X= la temperatura se ajustd 0.5°C hacia bajo.
X*= la temperatura se ajust) 0.5°C hacia arriba.

algunas veces se refiere al periodo o intervalo del desarrollo
durante el cual, la temperatura influye en la determinacidén sexual
(Mrosovsky y Pieau, '91).

La D8DT en reptiles se ha encontrado en estudios de campo y se
ha confirmado en investigaciones de laboratorio (Paukstis y Janzen,
'90; Janzen y Paukstis, '91). La sobrevivencia de los embriones
hasta la eclosién ha sido lo suficientemente elevada como para
descartar la hipétesis de que los resultados obtenidos se deban a
la mortalidad diferencial de los sexos por efecto de la temperafura
(Vogt y Flores-villela, '86).
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Invéstigaciones de campo demostraron que la ubicacién del
nido influye en la proporcién sexual y en general, determinados
nidos solo producen hembras, otros Gnicamente machos y algunos
producen los dos sexos (Janzen y Paukstis, '91). Vogt y Bull
('82b), estudiando a la tortuga Graptemys spp., encontraron que los
nidos que produjeron hembras estuvieron localizados en playas
abiertas (a distancia de la vegetacién y por tanto con eprsicién
directa a los rayos del sol), mientras que los nidos que produjeron
machos estuvieron asociados con manchones de vegetacién densa.

Bull, ('80) sefiala que la D8G y la DSA, son tipos alternativos
gue no ocurren simultdneamente en una misma especie. Sin embargo,
menciona que no hay una separacién absoluta entre DSG y DSA, ya que
las especies que viven en un ambiente heterogéneo pueden presentar
DB8G qgue opera en determinadas condiciones y al modificarse estas
condiciones pudiera presentarse la DSA que operaria en condiciones
diferentes a la DS8G para una misma especie. Otro estudio ha
demostrado que en la DSA ocurre un efecto genético moderado en la
determinacién del sexo, cuando los huevos son incubados a
temperaturas cercanas a la temperatura pivote (Vogt y Bull, '82b).
Sin embargo, Dournon y col., ('90) y 2aborski y col., ('88),
argumentan que ambos tipos de determinacidén pueden coexistir y
manifestarse. Se ha demostrado en salamandras y en la tortuga E.
orbicularis que el sexo genético es superado o enmascarado por las
temperaturas de incubacién altas o bajas, éstas producen sélo un
sexo fenotipico y paralelamente se expresan los dos sexos
genéticos.

Los tipos de determinacién sexual que presentan los reptiles
hasta hace poco tiempo eran desconocidos. En las Gltimas décadas
han sido el centro de muchas investigaciones, sobre todo en
cocodrilianos y tortugas, tal vez porque en estas' dltimas los
huevos son faciles de obtener y el niimero por nido es relativamente
grande (Bull, '80; Janzen y Paukstis, '91). La diversidad en'los
tipos de determinacién sexual es muy marcada en los principales
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grupos de los reptiles. Ambos tipos de determinacién, genética o
- ambiental pueden presentarse en una misma subfamilia o género.
Estos hechos sugieren que los dos tipos de determinacién sexual,
pudieron evolucionar independientemente en varias ocasiones.
Adenmis, categbricamente hablando, dos tipos de determinacién sexual
parecidos no necesariamente son hom6logos. Por ejemplo, en las
serpientes ocurren diferentes subtipos de hembras heterogaméticas
entre diferentes familias y dentro de una misma familia. Estas
formas pudieron tener origenes independientes (Janzen y Paukstis,’
'91). Conforme mis informacién se obtiene sobre la DS8DT, se
observa claramente que este fenémeno es muy variable y complejo.
Por ejemplo, en las diferentes especies de tortuga, la temperatura
pivote para cada especie no es la misma, observdndose diferencias
tanto entre especies, como entre poblaciones de una misma especie
de tortuga (Bull y col., '82a; Bull y col., '82b; Limpus y col.,
'85). Ademds, la comprensién de los mecanismos fisiolégicos y
moleculares que controlan la D8DT, se complica por la influencia
potencial de factores distintos a la temperatura, como son el fondo
genético y la amplia variacidén en las metodologias experimentales
utilizadas por los investigadores (Janzen y Pukstis, '91).

ESTUDIOS EN LA TORTUGA MARINA Lepidochelys olivacea

Los primeros registros de DSDT en tortuga marina L. olivacea
se presentan en la Tabla 7. Observaciones de campo sugirieron que
la temperatura de incubacién determina el sexo en los embriones de
la tortuga golfina L. olivacea (Morreale y col., '82). La
temperatura pivote para esta especie parece ubicarse en o cerca de
los 30°%C (McCoy y col., '83; Silva-Batiz y col., '86), aunque otro
estudio no apoya este valor (Dimond y Mohanty-Hejmadi, '83). Para
esta misma especie, se realizé un estudio del cariotipo en machos,
observdndose que el nimero diploide de cromosomas es de 56,
presentando 24 macrocromosomas y 32 microcromosomas (Bhunyé Yy
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Tabla 7.- Registros de la influencia de la temperatura de incubacidn
en la determinacidn del sexo en la tortuga marina Lepidochelys olivacea.

% de machos producidos a las temperaturas de incubacion (C).
25 26 27 28 29 30 31 32 33 | Investigadores
Datos de campo: nidos en zona abierta 0 %; nidos en la Ruizy col,, '81
sombra 75 %; incubacion en caja: 99.5 %
100 88 60 0 McCoy y col., ’83
100* 0* 0* Dimond y Mohanty-H., ’83
100% 100 *40 0 0 o Mohanty-H. y col., ’85
98¢ 98 Standora y Spotila, ’85
' 100* dos sexos* 0% Mohanty-H. y Dimond, ’86
100/ 50/ o/ Silva-Bitiz y col., °86
" X*= la temperatura se ajusté 0.5°C hacia arriba. %= porcentaje

*X = Ia temperatura se ajusto 0.5°C hacia bajo. ' /= promedio de temperaturas.

Mohanty-~Hejmadi, '85).

Se ha demostrado en L. olivacea, que la incubacidn de huevos
(transplantados de nidos naturales o extraidos del oviducto) en
cajas de unicel provocé el 100% de masculinizacién en loé neonatos
eclosionados, esto debido a las bajas temperaturas de incubacién
(26°-28°C) (Millan-Gémez, '88).

Salame-Méndez ('92), realizé un estudio en L. olivacea,
encontrando que las génadas embrionarias de ambos sexos tienen la
capacidad de aromatizar la testosterona a estradiol. La
concentracién sérica de estas hormonas, fue mayor en los machos que
en las hembras. También, se detecté 1la presencia del receptor a
estradiol en el complejo gdénada-mesocnefros de embriones incubados
a temperaturas masculinizante y feminizante. Sin embargo, estos
estudios se realizaron en embriones de etapas relativamente
avanzadas.
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Merchant-Larios y col. ('89), describieron el desarrollo
morfolégico de la génada de L. olivacea a nivel de ultraestructura.
Observaron que las gbénadas de embriones incubados a temperatura '
feminizante se diferencian primero (a los 31-32 dias) que las
gbénadas incubadas a temperatura masculinizante (45 dias). Asi
también, en la gbénada indiferenciada incuabada a temperatura
feminizante se detectaron terminaciones nerviosas. Ademas, tanto el
ovario como el testiculo no presentan actividad esteroidogénica,
s6lo la glandula interrenal en la etapa de eclosién. Por las
observaciones realizadas, los autores indican que la diferenciacién
sexual gonadal es morfolégiéamente incipiente para los dos sexos.

Merchant-Larios y Villalpando ('90), utilizando a L. olivacea
como modelo, estudiaron el efecto directo de la temperatura en la
diferenciacidén de la gdnada aislada de embriones de diferentes
etapas de desarrollo. Encontraron, que la temperatura de cultivo
(masculinizante o feminizante), no influyé en la diferenciacién
sexual de la gdénada en cultivo.

PERIODOS SENSIBLES A LA TEMPERATURA PARA LA DETERMINACION
SEXUAL EN REPTILES

Los estudios que se han realizado investigando la DSDT en
condiciones de laboratorio pueden ser divididos en tres tipos: a)
la incubacién a temperaturas constantes, b) la incubacién a
temperaturas fluctuantes y c¢) experimentos de cambio de temperatura
(Janzen y Paukstis, '91), Estos tipos de incubacién han sido
utilizados para conocer la presencia o ausencia de DSDT en
reptiles, para determinar el periodo sensible a la temperatura en
especies con DSDT y para investigar los posibles mecanismos que
controlan los procesos de determinacién y diferenciacién sexual
para estas especies (Bull, '80; Janzen y Paukstis, '91).
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Algunos estudios han encontrado que el sexo de la génada de un
reptil con DSDT, comienza a determinarse por efecto de 1la
temperatura a partir del segundo tercio del desarrollo, de tal
forma que no es necesaria su permanencia durante todo el desarrollo
embrionario (¥Yntema, '79; Bull y Vogt, '81; Pieau y Dorizzi, '81).
A este intervalo del desarrollo se le denomina Periodo 8ensible a
la Temperatura (PS8T) (Yntema, '79; Bull y Vogt, '81; Pieau y
Dori;zi, '81) . Para delimitar el P8T, se han utilizado estrategias
de cambios de temperatura. Estos experimentos incluyen 1la
incubacién inicial de huevos a temperaturas que producen machos o
hembras y después de un tiempo se cambian a la temperatura que
produce el sexo opuesto. El cambio a la otra temperatura puede ser
permanente hasta la eclosién (experimentos de un cambio) O por un
tiempo especifico antes de que se cambien a la temperatura de
incubacidn inicial (experimentos de doble cambio) (Yntema, '79; Bull
Yy Vogt, '81; Pieau y Dorizzi, '81; Wibbels y col., '9la; Janzen y
Paukstis, '91).

Es importante conocer el PST en reptiles con DSDT, sobre todo
para aquellas especies que requieran de la conservacidén y el manejo
al estar en peligro o amenazadas de extincién, ya que la proporcién
sexual puede ser manipulada al controlar la temperatura de
incubacién (Mrosovsky e Yntema, '80; Mrosovsky y Pieau, '91).
Ademds, la ubicacién del PST, permite realizar investigaciones
moleculares y fisiolégicas del fendémeno en dicho intervalo del
desarrollo embrionario (Pieau y col., '82; Gutzke y Bull, '86;
Bull, y col., '88).

En la tortuga semiacudtica €. serpentina, el P8T para la
determinacién sexual de la gdénada para ambos sexos abarca las
etapas 14 a 19 (Yntema, *'79).

En la tortuga europea E. orbicularis, el .PST para la
determinacién sexual gonadal abarca las etapas 16 a 22. Para
inducir el desarrollo de machos se necesita un menor intervalo
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entre etapas (etapas 16 a 21) gque para inducir el 100% de hembras
(16 a 22) (Pieau y Dorizzi, '81). Sin embargo, el tiempo de
exposicién para ambos sexos se extiende de 11 a 12 dias.

En la tortuga Trachemys scripta, el P8T inicia en la etapa 16
y continua hasta la etapa 19 o 20, dependiendo del régimen
especifico de incubacién (Wibbels y col., '91a).

Bull y Vogt ('81), investigando en las tortugas Graptemys
ouachitensis y Chrysemys picta, encontraron que la temperatura
determina el sexo gonadal entre las etapas 16 a 22. A este
intervalo del desarrollo le denominaron periodo sensible primario
de determinacién sexual, el cual abarca todas las etapas del
desarrollo en donde el sexo gonadal puede gquedar determinado de
manera irreversible. Cronolégicamente, este periodo ocupa el
segundo tercio del desarrollo embrionario.

En una especie de tortuga marina se conoce el PST. En la
caguama C. caretta, el P8T para la determinacién sexual de 1la
gbénada ocurre entre las etapas 15 y 22,'1a temperatura feminizante
parece influir mas en la determinacién sexual que la temperatura
masculinizante (¥Yntema y Mrosovsky, '82).

En el geco E. macularius, el PST se ubica entre las etapas 32
a 37, este periodo abarca gran parte de la primera mitad del
desarrollo embrionario. De acuerdo a una escala cronolégica, el P8T
se presenta comparativamente un poco antes en el geco y el lagarto
americano, A. mississippiensis (en la primera mitad) que en las
tortugas (segundo tercio), debido a que 1los primeros grupos
presentan un desarrollo embrionario m&s avanzado al momento de la
oviposiciédn (Bull, '87).

Algunos estudios al correlacionar el PST con el desarrollo de
la génada, sugieren que la temperatura de incubacién empezaria a
actuar en wuna etapa en donde la gbébnada se encuentra
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morfolégicamente indiferenciada (Pieau y .Dorzzi, '81; Bull, '87;
Wibbels y col., '91a).

! Los reptiles que presentan DSDT, conjuntamente han mostrado

|

que el PST para la determinacidén sexual inicia desde el segundo

tercio o en la primera mitad del desarrollo embrionario (Wibbels y
|

col., '91a).
|

EFELTO DE HORMONAS ESTEROIDES EN. EL DESARROLLO DE LA GONADA DE
\ REPTILES

| Los primeros estudios fisiolégicos sobre la determinacién
se ‘al en los vertebrados, sugirieron la posible participacién de
las?hormonas esteroides en la morfogénesis gonadal, esto en base a
estqdios en los que se administraron estrdégenos a embriones y
larvas de algunas especies (Gutzke y Chymiy, '88). Si bien, en
peces y anfibios, la diferenciacién de la gbnada puede estar
principalmente bajo control genético, se ha demostrado en algunas
especies de peces y anfibios, que la influencia hormonal temprana
puedL ocasionar reversién sexual en la diferenciacién de la génada
sin modificar la informacién genética del sexo (Takahashi, '75;
D6hlér, '86) . Especificamente, cuando a larvas genéticas femeninas
del pez Oryzias latipes se les trata con andrdgenos, éstas se
desafrollan como machos fenotipicos fisioldgicamente reproductivos,
los Euales al cruzarse con hembras genotipicas, s6élo tuvieron
descéndencia femenina; a su vez, la administracién de estrégenos a
larvég genéticas masculinas, provocd el desarrollo de hembras
fértﬂles (DShler, '86). En otro estudio, la aplicacién de estradiol
en las etapas de desarrollo 44-50 de machos genéticos de Xeénopus
1aevi§, provocd reversidén sexual gonadal (Villalpando y Merchant-

Larios, '90).
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En tortugas, Pieau ('70), inyectdé estradiol (70-180 ug) a
huevos de T. graeca incubados a temperaturas masculinizantes. Al
aplicar el esteroide en etapas previas a la diferenciacién sexual
de 1la génada, la hormona inhibié el desarrollo de los tubos
seminiferos conservando el epitelio germinal de la génada, pero sin
parecerse a una corteza tipica de ovario. Cuando el estradiol se
agregd en etapas posteriores a la diferenciacién gonadal, el
esteroide afect6é parcialmente el desarrollo de los cordones y
tubulos seminiferos engrosando ligeramente el epitelio germinal.

En otro estudio, Pieau ('74) suministrd estradiol a huevos de
E. orbicularis incubados a temperaturas masculinizantes. La hormona
se administré al inicio del periodo de diferenciacién sexual de la
génada. Las dosis mayores (80 a 120 ug) provocaron dgque se
mantuviera el epitelio germinal e indujera regresién de los tubulos
seminiferos. Las dosis menores (50 a 80 y 5 a 10 ug) causaron el
desarrollo de ovarios tipicos y gbnadas bisexuales (ovotestis).

Guztke y Bull ('86), administraron hormonas esteroides a
huevos de las tortugas Chrysemys picta y Chelydra serpentina. Las
hormonas se inyectaron en etapas tardias del PST. La testosterona
Yy el estradiol indujeron feminizacidn en embriones incubados a
temperaturas masculinizantes. El efecto feminizante fue mis claro
cuando se aplicé el estradiol que con la testosterona, este Gltimo
feminiz6 aproximadamente el 50% de los embriones tratados.

Bull y col. ('88), inyectaron estradiol (10, 15 y 20 ug) a
huevos de A. mississippiensis, E. macularius y T. spiniferus,
incubados a temperaturas masculinizantes. La hormona indujo 1la
eclosién de hembras en las tres especies. Sin embargo, enontraron
dque el esteroide provocé mortalidad en los embriones (entre el 6 y
60 %).

Gutzke y Chymiy ('88), aplicaron estradiol a huevos de 1la
tortuga C. serpentina en diferentes etapas del desarrollo (antes de
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la etapa 10 y hasta la 22). Cuando el esteroide se adiciond entre
las etapas 10 a 19, éste feminizé gran parte de los individuos
(90%). Y cuando el esteroide se agregdé antes de la etapa 10 y
después de la 22, no feminizé6 la génada. Con lo anterior, proponen
que hay un periodo de sensibilidad a la hormona para inducir
feminizacién, el cual parece coincidir con el PST.

La administracién de estradiol o de un agonista de estrégenos
(R2858) a huevos de C. serpentina, provocd que los embriones
incubados a temperaturas masculinizantes se desarrollaran como
hembras. A su vez, la inyeccién de suero antiestradiol a embriones
ocasiond que algunos individuos eclosionaran con génadas ambiguas
0 indiferenciadas. Los resultados del tratamiento con antisueros,
sugieren que las hormonas esteroides endégenas pudieran tener un
papel natural en la diferenciacidn sexual de reptiles que presentan
DSBDT (Crews y col., '89).

Wibbels y col. ('91b), trabajando con T. scripta, encontraron
que mediante la combinacién de la aplicacién de estradiol mas la
incubacién a temperatura pivote (de 28.2°C), provocd la eclosién de
un mayor porcentaje de hembras que las esperadas cuando se aplica
cada factor de forma independiente (sélo estradiol o sélo 1la
incubacién a 28.2°C). Los autores sugieren que hay un efecto de
sinergismo entre la temperatura de incubacidn y el estradiol para
inducir feminizacién gonadal. Y proponen que la temperatura y el
estradiol pudieran actuar al feminizar la gdnada en una via comin
en los reptiles con DSDT.

Wibbels y Crews ('92), administraron estradiol y un agonista
de estrégenos (dietilestilbestrol) a huevos de T. scripta incubados
a temperaturas masculinizantes. Los anteriores agentes provocaron
feminizacién gonadal. Estos resultados apoyan la hipétesis de que
la diferenciacién sexual femenina inducida por esteroides esta
mediada por receptores especificos a estrégenos. '
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En T. scripta, la aplicacién de estrbégenos (benzoato de
estradiol o 178-estradiol) a embriones incubados a temperaturas
masculinizantes, provocd feminizacidn gonadal de manera dependiente
a la dosis administrada: mayor porcentaje de feminizacién se obtuvo
con las dosis mds altas de estradiol (Crews y col., '91). En el
geco E. macularius, también se ha reportado un efecto feminizante
del estradiol que es dependiente de la dosis aplicada (Tousignant
y Crews, '94).

Gahr y col., ('92), investigaron en embriones de la tortuga 7.
scripta, las regiones de incorporacién de estradiol radioactivo
durante el periodo sensible a la temperatura. Encontraron que gran
nimero de células del mesonefros y de la glandula interrenal
incorporaron el estradiol, mientras que practicamente ninguna
célula de la génada incorpord esta hormona. Con lo anterior, los
autores sugieren que en la determinacién sexual 1la accién del
estradiol sobre la gbénada puede ser indirecta.

HIPOTESIS SOBRE LA DETERMINACION DEL SEXO GONADAL EN REPTILES CON
DETERMINACION SEXUAL DEPENDIENTE DE LA TEMPERATURA DE INCUBACION.

Hasta 1la fecha, se desconocen los eventos moleculares y
fisiolbégicos basicos que expliquen la DSDT. Para tratar de explicar
como la temperatura de incubacién determina el sexo gonadal en
reptiles con DSDT, se han propuesto tres hipétesis, Esquema 2:

A) Raynaud y Pieau ('85), proponen la primera hipétesis para
la tortuga E. orbicularis (Esquema 2, Figura A). Sugieren que 1la
temperatura de incubacién afectaria la biosintesis de enzimas
involucradas en la esteroidogénesis (aromatasas), las cuales, a su
vez modificarian la sintesis de hormonas esteroides sexuales
(estrb6genos) y del antigeno H-Y. El primordio gonadal H-Y' se
desarrollaria como ovario si la concentracién de estrégenos fuera
relativamente mayor durante el P8T; en cambio, en el testiculo
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(siendo H-Y) la concentracién de estrb6genos seria baja o nula
durante .este periodo. Otras propuestas, apoyan esta hipétesis.
Bogart ('87), propone que la proporcién relativa de hormonas
esteroides (masculinas o femeninas provocada por las aromatasas)
promueve la diferenciacién ovarica. Se ha encontrado que durante el
P8T, la actividad de las aromatasas gonadales se incrementa en los
ovarios en desarrollo en tanto que en los testiculos permanece
baja. Lo anterior se reporta para las tortugas E. orbicularis y D.
coriacea (Desvages y Pieau, '92a y B; Desvages y col., '93). Para
estas mismas especies, se encontré mayor concentracidén de
estr6genos en ovarios que en testiculos (Dorizzi y col., '91;
Desvages y col., '93). A diferencia, en la tortuga T. scripta, no
se encontraron claras diferencias en la concentracién de esteroides
en el suero de ambos sexos y solo en los machos de la etapa 19, 1la
concentracién de estradiol en suero es mayor que en las hembras
(White y Thomas, '92c). Ademds, para esta misma especie,'
encontraron que juntos el rifidGn y la adrenal pueden secretar
activamente esteroides, mientras que las génadas por si solas no
son capaces de hacerlo (White y Thomas, 92a).

B) Crews y col. ('89), desarrollaron esta hipétesis para la
tortuga C. serpentina (Esquema 2, Figura B). Es muy similar a la
anterior hipétesis y plantea que la determinacién del sexo gonadal
ocurre mediante la participacidn de hormonas esteroides sexuales.
La temperatura de incubacién (feminizante) activaria
diferencialmente enzimas termolabiles, las cuales actuarian sobre
precursores de las hormonas esteroides (del vitelo, y/o de la
gbénada y/o interrenal) y con ello se incrementaria la biosintesis
de estrbgenos, que en el primordio gonadal, por un lado
antagonizarian la accién de las hormonas masculinizantes y por el
otro estimularian la diferenciacién y proliferacién de 1la regién
cortical de la gdnada provocando la diferenciacién ulterior del
ovario.
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C) Merchant-Larios y Villalpando ('89 y '90) plantean 1la
tercera hipétesis, especificamenfe para 1la tortuga 'marina L.
olivacea (Esquema 2, Figura C). A partir de 1los hallazgos
encontrados en sus estudios resumen lo siguiente:

a) En la gbénada in ovo, el cambio de temperatura realizado en
etapas tempranas del desarrollo influye en la determinacién sexual
gonadal, produciendo una tortuga con el sexo acorde a la segunda
temperatura de incubacién. Mientras que, cuando el cambio de
temperatura masculinizante a feminizante 6 viceversa se realiza en
etapas avanzadas del desarrollo, dicho cambio de temperatura no

modificd el sexo gonadal que, por tanto, ya estaba determinado.

~b) En la gbénada aislada, en condiciones de cultivo, el cambio de
temperatura no influyé en la diferenciacién sexual de la misma, atn
si el cambio de temperatura se realiza en etapas tempranas.

c) En la etapa de gdnada indiferenciada a nivel de microscopia
electrénica se observaron terminaciones nerviosas en la gdnada de
embriones incubados a temperatura feminizante.

Con lo anterior, los autores proponen que la determinacién
sexual de la gdnada por efecto de la temperatura, puede tener
origen extragonadal. Es decir, la temperatura de incubacién
feminizante induciria 1la ©biosintesis-liberacién de una(s)
neurochomona(s), 1la(s) cual(es) seria(n) inhibida(s) por 1la
temperatura masculinizante. Merchant-Larios y Villalpando ('89),
sugieren que las neurohormomas actuarian sobre el primordio gonadal
femenino y provocarian la biosintesis de hormonas esteroides
(¢estrdgenos?), los cuales inducirian la diferenciacién sexual del
ovario.

Un hallazgo reciente parece apoyar esta Gltima hipétesis.
White y Thomas ('92b), observaron en la tortuga T. scripta.que
algunas gonadotropinas estimularon la sintesis in vitro ge



A
Raynaud y Pieau (1985)
Emys orbicularis

r

" Temperatura Feminizante

Activacio

Arom

antlgeno HY-

33

Inhibicion

Biosintesis

No biosintesis

Provocarian Diferenciacién

_Ovario

B
Crews y col, (1989)

Chelydra serpenting

Testiculo

Temperatura Feminizante

Activacidn Diferencial
De Enzimas Termolibiles

Actuarfan Sobre Precursores
Hormonas Esteroides Sexuales
Vitelo/Gonada/Interrenal

Provocarian In
Biosintesls de Estrop

Gonada

Estimularfan
Ia Corteza

Antagonizarfan el Efecto
./de Hormonas Masculinas

Diferenciacion del Ovario

C
Merchant-Larios y
Villalpando (1989, 1990)

Lepidochelys olivacen

Temperatura Feminizante

Induciria en el SNC

Liberacién de
Neurohormona(s)

Primordio Gonuadal
Inducirfa la Biosintesis
~de Hormonas Esteroides

Q 1

(Estrégenos?)

Provocarfan In
Diferenciacidn del Ovario

Esquema 2.- Hipdtesls propuestas para explicur la determinaciin sexual dependiente
de Ia temperatura de incubacion en tortugas. SNC= Sistema Nervioso Central,



34

esteroides por parte del mesonefros y las adrenales, mientrés que
las gSnadas solas no respondieron al estimulo de gonadotropinas.

GENES Y DIFERENCIACION SBEXUAL

Se han realizado pocas investigaciones a nivel del ADN. En un
estudio (para L. kempi y C. mydas), se encontraron bandas de ADN
Bkm (Bandas de fractura menor) especificas en machos (de 16.6 Kb)
(Demas, y col., '90). Estos autores proponen que las bandas de ADN
(Bkm) son excindidas mediante la temperatura feminizante
modificando secuencias cercanas que provocarian la difereciacién

del ovario.

En el humano (como en el ratén), la determinacién del sexo del
macho es dirigida por un gen localizado en el brazo corto del
cromosoma Y. A este gen se le conoce genéricamente como TDF (Factor
Determinante del Testiculo) o especificamente como SRY (Regidn
determinante del Sexo en el cromosoma Y) (Koopman y col., '90).
Este gen promueve, en la gbénada embrionaria la diferenciacién
testicular, que posteriormente inducirad la diferenciacidén sexual
masculina. En ausencia de este gen (SRY) la gdnada se diferencia
como ovario (Tiersch y col., '91). En un estudio Tiersch y col.
('91), mediante "Southern" investigaron la presencia de genes
hombSlogos al SRY en diferentes especies de la escala animal,
incluidos reptiles con DSDT. Se identificaron genes homdélogos al
SRY en 1los dos sexos de peces, reptiles (C. mydas, A.
mississippiensis y E. macularius, especies con DSDT) y aves. Como
habria de esperarse en los mamiferos se detectaron bandas homélogas
al SRY Gnicamente en los machos.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La informacién obtenida hasta el momento sobre 1la
determinacién sexual en reptiles es abundante. Sin embargo, son
pocos los estudios gue pretenden conocer las bases fisiolégicas del
periodo sensible a la temperatura para la determinacién del sexo.
Este conocimiento es fundamental para realizar investigaciones
fisiolégicas y/o moleculares sobre la diferenciacién sexual en
especies con determinacién sexual dependiente de la temperatura de
incubacidén. Ademds, esta informacidén es esencial para aplicarse en
estudios ecolégicos, de conservacién y manejo de reptiles
amenazados o en peligro de extincién. Por lo anterior, se considera
importante delimitar el periodo sensible a la temperatura para la
determinacién del sexo en la tortuga marina Lepidochelys olivacea.
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OBJETIVOS

1. Delimitar el periodo sensible a la temperatura para
inducir la determinacién del sexo en embriones de la
tortuga marina Lepidochelys olivacea.

2. Determinar el efecto de la temperatura de cultivo en la
gbnada aislada de embriones incubados previamente a
temperaturas masculinizante y feminizante.

3. Conocer el efecto de la aplicacidén de estradiol en la
gbnada in ovo en embriones de diferentes etapas del
desarrollo incubados a temperatura masculinizante.

4. Investigar el efecto que provoca el estradiol en la gdnada
aislada en cultivo de érganos de embriones incubados a
temperatura masculinizante.

HIPOTESIS

La temperatura de incubacién induce la produccién y liberacién
de algin factor extragonadal que promueve la determinacién del sexo
de la gbénada en la tortuga marina Lepidochelys olivacea.
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MATERIAL Y METODO

Se utilizaron huevos de la tortuga marina L. olivacea de nidos
de reciente oviposicién, colectados en la playa de la Escobilla
(96%27'16" L.0O., 15%0'36" L.N.), en la costa central del estado de
Oaxaca, México. Las colectas se realizaron en diferentes meses de
tres afios consecutivos (1991-1993). Los huevos colectados se
colocaron en cajas de unicel con vermiculita himeda estéril. Se
trasladaron a la ciudad de México por via terrestre. En el
laboratorio los huevos se ubicaron en cajas de plastico y fueron
cubiertos con vermiculita estéril hGmeda. Las cajas con huevos se
introdujeron en incubadores de temperaturas controladas de 27 + 0.5°
(masculinizante) y 32 + 0.5% (feminizante). Diariamente se registrs
la temperatura mediante termémetros colocados en el interior de los
incubadores. Las temperaturas de incubacién se seleccionaron con
base en resultados de McCoy y col. ('83) y Silva-Batiz y col.
('86). '

Para estandarizar el grado de desarrollo de los embriones se
siguieron las claves descritas por Miller ('85) de tortugas
marinas.

PERIODO SENSIBLE A LA TEMPERATURA DE INCUBACION
PARA LA DETERMINACION DEL SEXO DE LA GONADA

Se realizaron dos tipos de experimentos:

A) Experimentos de un cambio de temperatura.

En esta serie de experimentos los huevos se incubaron
inicialmente a una temperatura (masculinizante o feminizante) y
cuando los embriones alcanzaron diferentes etapas de desarrollo (17-
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a 27) se cambiaron a la temperatura opuesta permaneciendo en esta
Gltima temperatura hasta la eclosién. Estos experimentos de cambio
de temperatura fueron:

1) Masculinizante - feminizante

2) Feminizante - masculinizante

B) Experimentos_de doble cambio de temperatura.

Para esta serie de experimentos, los huevos se incubaron
inicialmente a una temperatura (masculinizante o feminizante) y
después de algunos dias se cambiaron a la temperatura opuesta
permaneciendo en é&sta diferentes dias (una o mas etapas de
desarrollo) y finalmente se regresaron a la temperatura de
incubacién inicial. Estos experimentos fueron:

1) Feminizante - masculinizante -+ feminizante
2)- Masculinizante - feminizante ~ masculinizante

Concretamente en los ensayos del inciso 1, los embriones
iniciaron el desarrollo a temperatura feminizante y posteriormente
se trasladaron a la temperatura masculinizante permaneciendo en
esta por algunos dias (o etapas) y finalmente se regresaron a 1la
temperatura feminizante dqueddndose en esta dWdltima hasta 1la
eclosién. Es decir, a estos embriones se les otorgd un pulso de
temperatura masculinizante entre pulsos de temperatura feminizante
al inicio y final del desarrollo embrionario. En los ensayos de
inciso 2, los embriones recibieron un tratamiento de temperatura de
manera inversa al inciso 1. :

En cada experimento de cambio se tomaron uno o dos embriones
para determinar la etapa de desarrollo morfoldgico y conocer el
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- grado de desarrollo de la génada de estos embriones al momento de
cada experimento. Las tortugas se sacrificaron después de 1la
eclosién. Las gbnadas se fijaron y procesaron (ver mis adelante).
Se obtuvieron cortes semifinos y se observaron al microscopio
6ptico. Para determinar el sexo de las tortugas, se siguieron los
criterios morfolbSgicos de la gbnada descritos por Merchant-Larios
y Villalpando ('89).

EFECTO DE LA TEMPERATURA DE CULTIVO EN LA GONADA AISLADA

En este grupo de experimentos se utilizaron: a) embriones
incubados a temperatura masculinizante de las etapas 25 y 26, y b)
embriones incubados a temperatura feminizante de las etapas 22, 23,
25 y 26. Estas etapas fueran seleccionaron con base a 1las
observaciones realizadas por Merchant-Larios y Villalpando ('90).

PROCEDIMIENTO.

De cada embrién se aislaron el par de génadas. Las condiciones
de cultivo se siguieron con base en Merchant-Larios y Villalpando
('90). cada génada se colocé sobre un filtro (Nucleopore de 1 um de
didmetro de poro; Nucleopore Corporation, Plesanton, CA) flotando
en 2 ml de medio de cultivo L-15 (Difco USA) sin suero y
suplementado con NaCL 0.06 M (Wolf. '79) mas antibiéticos
(penicilina/estreptomicina). Las génadas sobre los filtros
suspendidos en el medio de cultivo se colocaron en cajas de Petri
en condiciones de ambiente himedo dentro de microcamaras de
~ cultivo. De cada embridn, una gbfnada se cultivé a temperatura
masculinizante y la otra a feminizante. E1 medio de cultivo se
cambibé por nuevo a los cinco y diez dias de cultivo. A los 15 dias
las gbnadas se fijaron en una solucién de Karnovsky ('65) sin
calcio. Los tejidos se procesaron siguiendo la técnica para
microscopia electrénica. Se realizaron cortes semifinos de 1las
gbnadas. '
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Al inicio de cada cultivo se tomaron uno o dos embriones para
‘determinar la etapa de desarrollo morfolégico y el estado de
diferenciacién de la gbénada de 1los embriones al inicio del
- experimento.

Para determinar el efecto de la temperatura en la génada se
tomaron los criterios morfolbégicos descritos por Merchant-larios y
Villalpando ('90). ) )

EFECTO DE LA APLICACION DE ESTRADIOL EN LA GONADA in ovo.

En esta serie de experimentos se utilizaron huevos con .
embriones de las etapas 17 a 27 (excepto de la etapa 19) incubados
a temperatura masculinizante. En el cascarén de cada huevo se
sefialé una 2zona vascularizada, en ésta, se colocé un "anillo"
(cdpsula Been recortada) adherido con cera de abeja. Se
consideraron dos lotes experimentales:

1) Lote control: a) Se aplicd 6.25 ul del vehiculo (aceite de
sésamo) por huevo.

2) Lote tratados: b) Se aplicd 6.25 ul de la solucidn de estradiol
(12.5 pug de benzoato de estradiol) por huevo.

La hormona y el vehiculo se aplicaron tépicamente sobre el
cascaré6n., Después de administrar estos agentes, los embriones
continuaron la incubacién a temperatura masculinizante.

Evaluacién del efecto del estradiol en la génada
El efecto del estradiol en la gbnada se analizd en dos tiempos

diferentes: A) A la eclosién y B) Entre los tres a nueve meses
posteclosién:
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A) En tortugas de reciente eclosién: en donde el estradiol se

administré previamente a embriones de las etapas 17 a 27.

B) En tortugas de entre tres y nueve meses posteclosién: para este
estudio primeramente se tomd un grupo de huevos (n=13) con
embriones de la etapa 24 a los cuales se les aplicé estradiol.
Estos huevos tratados se dejaron eclosionar y 1las crias se
mantuvieron en cautiverio hasta por un periodo maximo de nueve
meses de vida posteclosién. Las tortugas en cautivgrio se
confinaron en acuarios y se les proporcioné como alimento trozos de
filete de pescado.

Para conocer el efecto que provocd el estradiol en la gbénada
de las tortugas tratadas se realizaron comparaciones morfolégicas
con las gbnadas de tortugas del 1lote control y de hembras
producidas por la temperatura feminizante. '

Comparacién morfométrica entre ovarios inducidos por la incubacidn
a temperatura feminigzante y la aplicacién de estradiol.

Después de que se observaron diferencias histolégicas entre
ovarios de hembras producidas por la temperatura y ovarios
inducidos por 1la aplicacién de estradiol, se realizé una
comparacién morfométrica entre estos dos tipos de ovarios. Los
ovarios se procesaron y se obtuvieron cortes transversales
semifinos (1-2 um). Con una cémara liGcida (Nikon, 1.25X) acoplada
a un microscépio (Nikon), se realizaron dibujos de 1las &reas
medular y cortical de los dos tipos de ovario. Mediante un
planimetro polar se obtuvieron mediciones de las A&reas de 26
ovarios inducidos por los dos factores. Se obtuvieron las &Areas
medular y cortical (en um?). Se calcularon la media y desviacién
estdndar para las dreas cortical y medular de los dos tipos de
ovarios. Se realizaron comparaciones de medias con la prueba t de
student, utilizando un a < 0.05. '
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EFECTO DEL ESTRADIOL EN LA GONADA AISLADA

Estos experimentos se realizaron con embriones de las etapas
25, 25-26 y 26 previamente incubados a temperatura masculinizante.
Las anteriores etapas fueron seleccionadas con base en 1lo
encontrado por Merchant-lLarios y Villalpando ('90).

Para estos cultivos se procedid basicamente de igual forma que
en los anteriores de cultivo de génadas. De cada embridén se aisld
el par de génadas, una se cultivé en presencia de estradiol (1
pg/ml de medio; lote tratado). Como vehiculo se utilizé etanol
absoluto. la otra génada se cultivdé en presencia del vehiculo (lote
control). Las génadas en cultivo se mantuvieron a temperatura
masculinizante. Se realizaron cambios de medio a los cinco y diez
dias de cultivo, al dia 15 las génadas se fijaron en una solucién
de Karnovsky. Los tejidos se procesaron siguiendo la técnica para
microscopia electrénica y se obtuvieron cortes semifinos.

Al inicio de cada cultivo se tomaron uno o dos embriones para

determinar la etapa de desarrollo morfolégico y el grado de
diferenciacién de la gdnada.

PROCESAMIENTO DE TEJIDOS

Los embriones y las crias se decapitaron. Ré&pidamete se
aislaron y fijaron las goénadas en una solucién de Karnovsky ('65)
sin calcio, durante una hora. Posteriormente se dejaron una hora en
una solucién de cacodilato de sodio. Se postfijaron en tetradéxido
de O6smio durante una hora (Zettergvist, '5$6). El tejido se
deshidraté en etanol (en concentraciones crecientes de 70% a 100%, -
durante 15 minutos cada vez). Se dejaron en 6xido de propileno (dos
cambios de 20 minutos cada uno), se preincluyeron en una mezcla de
6xido de propileno y epon 812 en proporcién 1:1 (una hora), deséués
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en una mezcla igual pero en proporcién 1:2, respectivamente (una
hora). Se dejaron en una mezcla de epon a temperatura ambiente
durante 24 horas. Después se incluyeron en epon por 24 horas. Se
obtuvieron cortes semifinos (1-2 um) con un ultramicrotomo (LKB,
Bromma, Nova, Suecia). Para la tincién se utilizé azul de toluidina

(al 0.5 %). Los cortes "se obsevaron con un microscépio &6ptico
(Zeiss, Alemania).
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RESULTADOS

PERIODO SENSIBLE A LA TEMPERATURA PARA LA DETERMINACION DEL SEXO
DE LA GONADA.

A.- Experimentos de un solo cambio de temperatura:

Se realizaron diferentes experimentos de cambio de temperatura
con huevos de la tortuga marina L. olivacea. Considerando en primer
lugar los experimentos de cambio de temperatura masculinizante a
feminizante, los resultados se muestran en la Tabla 8. Cuando el
cambio de temperatura se realizé con embriones de etapas tempranas
(17, 18 y 19), Gnicamente eclosionaron hembras (Figura 1). A su
vez, cuando el cambio de temperatura se efectud con embriones de
las etapas 20 a 23, se desarrollaron machos y hembras, resultando
mayor nimero de machos en el cambio de la etapa mas avanzada (23).
En el cambio de temperatura realizado con embriones de las etapas
24 a 27 tGnicamente eclosionaron machos (Figura 2).

En los anteriores experimentos se puede anotar lo siguiente.
En los embriones de 1las etapas 17 a 19 1la temperatura
masculinizante (la primera temperatura de incubacién) no influyd en
la determinacién del sexo gonadal, ya que todos los embriones que
eclosionaron fueron hembras. Lo anterior indica que la temperatura
feminizante (la temperatura de cambio) si influyd al 100% en la
determinacién del sexo de los embriones de etapas tempranas (17 a
19), es decir todos los embriones fueron sensibles a la temperatura
feminizante ya que todos fueron hembras. A este intervalo del
desarrollo embrionario le denominamos periodo de indeterminacién o
de no determinacidn sexual gonadal, el cual incluye a los embriones
de etapas anteriores a la 20 (Figura 3). Los embriones de estas
etapas no determinaron el sexo con la primera temperatura, fue la
temperatura de cambio la que determind el sexo.
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La temperatura masculinizante comienza a influir en 1la
‘determinacién sexual en los embriones de 1las etapas 20 Yy
subsiguientes, esto se concluye, ya que de todos los embriones que
se cambiaron a la temperatura feminizante algunas tortugas se
desarrollaron como machos, es decir no respondieron al cambio de
temperatura feminizante por gue antes del cambio estaban
determinados como machos. Entre mas tiempo permanecieron en 1la
temperatura masculinizante (antes del cambio de temperatura) mayor
fue el nGmero de embriones que se determinaron como machos. A este
intervalo del desarrollo embrionario le denominamos periodo de
predeterminacién o de determinacidén parcial sexual e incluye a
embriones de las etapas 20 a 23 (Figura 4). Este periodo se
caracteriza porgue s6lo algunos o muchos (y no el 100%) de los
embriones quedaron determinados como machos antes del cambio a la
temperatura feminizante. A su vez, cuando 1los embriones
permanecieron en la temperatura masculinizante al menos hasta la
etapa 24 o hasta la 27, la temperatura determind el sexo en todos
los embriones provocando la eclosién de machos Gnicamente. Es
decir, los embriones pasaron el tiempo suficiente en la temperatura
masculinizante para que todos se determinaran como machos. A este
intervalo del desarrollo embrionario le denominamos periodo de
determinacién sexual de la génada e incluye a embriones de las
etapas 24 y subsiguientes (Figura 5). Esto es, 1la incubacién
continua a temperatura masculinizante hasta la etapa 24 o
posteriores asegura el 100% de machos. Conjuntamente estos
resultados indican que el periodo sensible a la temperatura para
ghe ocurra la determinacién testicular abarca las etapas de
desarrollo 20 a 23, como ya se menciond a este mismo intervalo se
le puede denominar periodo de predeterminacidn sexual.

Continuando con los cambios de temperatura feminizante a
masculinizante, los resultados se muestran en la Tabla 9. Cuando el
cambio de temperatura se realizé con embriones de las etapas 17 a
23, dGnicamente se desarrollaron machos. En los cambios de
temperatura efectuados con embriones de las etapas 24 a 26, se
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obtuvieron machos y hembras. Si bien, en el cambio de la etapa 26
eclosionaron ambos séxos, principalmente se desarrollaron hembras.
En el cambio de temperatura con embriones de la etapa 27 s6lo
eclosionaron hembras.

En estos experimentos de cambio de temperatura feminizante a
masculinizante con embriones de las etapas 17 a 23, se observa que
la temperatura feminizante (la primera temperatura de incubacién)
no influyé en la determinacién del sexo, ya dgque en estos
experimentos todos los embriones se desarrollaron como machos, lo
que indica que la temperatura masculinizante influydé al 100% en la
determinacidén del sexo. Este intervalo del desarrollo embrionario
corresponde al periodo de indeterminacidn del sexo de la gdnada e
incluye a los embriones de las etapas anteriores a la 24 (Figura
6) . Posteriormente, la temperatura feminizante comenzé a influir en
la determinacién sexual de la gdénada en los embriones de las etapas
24 y subsiguientes, esto se deduce porgque de todos los embriones
que se cambiaron a la temperatura masculinizante algunos
eclosionaron como hembras, indicando que no respondieron el cambio
a la temperatura masculinizante, mientras que otros embriones si
fueron sensibles a este cambio de temperatura (los que eclosionaron
como machos). Entre mas tiempo permanezcan en la temperatura
feminizante (antes del cambio de temperatura) mayor sera el nimero
de embriones que se determinen como hembras. Estamos entonces en lo
que denominamos periodo de predeterminacidén sexual de la génada e
incluye a embriones de las etapas 24 a 26 (Figura 7), en donde la
incubacién a temperatura feminizante hasta estas etapas determina
el sexo de algunos embriones (no de todos). A su vez, cuando los
embriones permanecieron en la temperatura feminizante hasta 1la
etapa 27, la temperatura determindé el sexo en todos los embriones
provocando la eclosién de UGnicamente hembras. Es decir los
embriocnes pasaron el tiempo suficiente en 1la temperatura
feminizante para que todos se determinaran como hembras de manera
irreversible. Correspondiendo entonces al periodo de determinacién
sexual e incluye 'a embriones de 1la etapa 27 (Figura 8) Yy
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Tabla 8.- Experimentos de un cambio de temperatura; de masculinizante a feminizante.
Los embriones se Incubaron inlciaimente en ta temperatura masculinizante y despugés de alcanzer diferentes
etapas de desarrollo (17 a 27) se camblaron a la temperatura feminizante permaneciendo hasta la acloslén,

Etapa de Nimero de Sexo Perlodo

Camblo Tonuin Macho Hembra
17 i1 0 11 Indetorminacion
18 17 0 17 Indeterminacidn
19 11 0 11 Indeterminacion
20 19 5 14 Predeterminacidén
21 33 14 19 Predoterminacion
22 76 40 36 Predeterminaclén
23 97 90 7 Predeterminacion
24 34 34 0 Determinacion
25 8 8 0 Determinacidn
26 17 17 0 Determinacidn
27 9 9 0 Determinacidn

Tabla 9.- Experimentos de un camblo de temperatura: de feminizante a mascuiinizante.
Los embrlones se incubaron inicialmente a temperatura feminizante y después de alcanzar diferentes etapas
de desarrollo (17 a 27) se cambiaron a la temperatura masculinizante permaneciondo hasta la aclosion.

Etapa de Numero de Sexo Perlodo

Camblo Tortugas Macho Hembra
17 19 19 0 Indeterminacidn
18 11 11 0 Indeterminacion
19 11 11 0 Indeterminacién
20 18 : 18 0 Indeterminacién
21 ) 9 0 Indeterminacién
22 18 18 0 Indeterminacidn
23 18 18 0 Indeterminacién
24 74 70 4 Predeterminacién
25 85 83 32 Predeterminacion
26 32 1 31 Pradeterminacidn
27 22 0 22 _ Determinacion
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subsiguientes. Esto es, la incubaci6én continua a temperatura
feminizante hasta la etapa 27 o posteriores asegura el 100% de
hembras. Conjuntamente, estos resultados indican que el perilodo
sensible a la temperatura para que ocurra la determinacién del
ovario abarca a embriones de las etapas de desarrollo 24 a 26, a
estas mismas etapas se 1le puede denominar periodo de
predeterminacién sexual.

Los resultados de los experimentos de un cambio de
temperatura, de masculinizante a feminizante y viceversa, muestran
de manera general tres tipos de respuesta de los embriones a la
temperatura de incubacidén en la determinacién sexual de la gdnada.
En la primera, la temperatura de incubacién inicial no influye en
la determinacién del sexo de los embriones, de tal forma que todos
éstos adquieren el sexo segin la temperatura de cambio. Este
periodo de indeterminacién sexual de la génada, incluye a embriones
de etapas tempranas del desarrollo. Este periodo puede explicarse
porque: a) el embridén y la gbénada presentan poco desarrollado para
que se desencadenen los mecanismos de determinacidén sexual, b) los
eventos de determinacién sexual, se pudieron haber disparado en las
etapas iniciales pero fueron revertidos por el cambio de’
temperatura, c) los embriones y la gdnada no han acumulado ‘el
tiempo suficiente en la temperatura de incubacién para que se
activen los procesos de determinacién sexual. La segunda respuesta
se observa cuando se obtienen crias de los dos sexos por el cambio
de temperatura. Algunos embriones adquirieron el sexo de la primera
temperatura de incubacién (antes del cambio de temperatura los
embriones ya habian determinado el sexo), mientras que otros
embriones desarrollaron el sexo acorde a la segunda temperatura de
incubacién (estos embriones fueron sensibles al cambio de
temperatura). Este periodo de predeterminacién sexual de la génada,
incluye a embriones de etapas desarrollo intermedias. Se le
denomina periodo de determinacidn parcial sexual, porque solo una
parte de los embriones establece el sexo de la primera temperatura
de incubacidén. Este periodo es equivalente a lo gue muchos



LAMINA I

Figura 1.~ Ovario de una hembra a la eclosién. El ovario presenta
la corteza (C) engrosada con algunas células germinales (G),
mientras que en la médula se observan restos de lo que fueron
cordones medulares (R). 200X. )

Figura 2.- Testiculo de un macho a la eclosién. El1 testiculo
presenta epitelio plano simple (E) y en la médula se distinguen
claros cordones medulares (M). 200X.

Figura 3.- Gb6nada Indeterminada: Cresta genital de un embridn de
etapa 18 incubado a temperatura masculinizante. Se observa el
epitelio celémico ligeramente engrosado (E). -200X.

Figura 4.- Gbénada Predeterminada: Cresta gonadal de un embrién de
etapa 23 incubado a temperatura masculinizante. Se observa una
célula germinal (G) en el epitelio celdmico. 200X. )

Figura 5.- Gdénada Determinada: Génada indiferenciada de un embrién
de etapa 26 incubado a temperatura masculinizante. Se observa una
célula germinal (G) en el epitelio celémico. 200X.

Figura 6.~ G6nada Indeterminada: Cresta gonadal de un embrién de
etapa 22 incubado a temperatura feminizante. El epitelio celémico
esta ligeramente engrosado. 200X.

Figura 7.~ Gbénada Predeterminada: Goénada indiferenciada de un
embridn de etapa 25 incubado a temperatura feminizante. Se observan
algunas células germinales en el epitelio cortical (E). 200X.

Figura 8.- G6bnada Determinada: Ovario de un embrién de etapa 27
incubado a temperatura feminizante. Se distingue la corteza (C) y
la médula (M). 200X.
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investigadores denominan periodo sensible a la temperatura para la
determinacién del sexo. Este periodo puede explicarse porque: a)
los embriones que desarrollaron el sexo acorde a la primera
temperatura de incubacién, estuvieron el tiempo suficiente en la
primera temperatura para activar los procesos de determinacién
sexual b) los embriones gque presentaron el sexo acorde a la
segunda temperatura, puede suponerse gque no se activaron los
procesos de determinacién sexual porque no estuvieron el tiempo
suficiente en la primera temperatura, o tal vez si se activaron
inicialmente, pero los procesos fueron revertidos por la segunda
temperatura. La tercera respuesta se caracteriza porque todos los
embriones de un lote adquieren el sexo acorde a la primera
temperatura de incubacién, de tal forma que ningln embrién es
sensible a la temperatura de cambio. Este periodo de determinacién
total, incluye a embriones de etapas intermedias y avanzadas. Este
periodo puede explicarse porque todos los embriones estuvieron el
tiempo suficiente en la primera temperatura de incubacién para
determinar el sexo de la gdénada.

B.- Experimentos de doble camblo de temperatura:

En los experimentos de doble cambio - de temperatura, de
feminizante a masculinizante a feminizante (de 32° a 27° a 32°%), en
los cuales se proporciond un pulso intermedio de temperatura
masculinizante entre pulsos de temperatura feminizante al inicio y
al final del desarrollo embrionario. Se realizaron 18 experimentos
(series), los cuales difieren en la etapa en gque inicié el pulso
(etapas 12 a 24) y en la duracidén del mismo pulso (de tres a 17
dias), ver en el Esquema 3. En las series 1 y 2 el pulso de
temperatura masculinizante se inicibé después de cuatro dias de
incubacién (d.i.) a temperatura feminizante: un pulso
masculinizante con duracién de ocho dias no provocd la eclosién de
machos (serie 1), en cambio un pulso masculinizante de 11 dias
indujo el desarrollo de un macho y cuatro hembras (serie 2). En las
series 3 a 9 el pulso de temperatura masculinizante inicié en la
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etapa 20 (después de 12 d.i. a temperatura feminizante): pulsos
masculinizantes con duracién de cuatro, nueve y 17 dias provocaron
la eclosién del 100% de machos (series 3, 6 y 9, respectivamente);
a su vez, pulsos masculinizantes de cinco, 11 y 14 dias, indujeron
principalmente la eclosién de machos (series 4, 7 y 8,
respectivamente); en cambio un pulso masculinizante de siete dias
indujo el desarrollo de dos machos y nueve hembras (serie 5). En
las series 10 a 14 el pulso de temperatura masculinizante inicié en
la etapa 23 (después de 18 d.i. a temperatura feminizante): un
pulso masculinizante de 3 dias indujo la eclosidén de cuatro machos
y una hembra (serie 10); en tanto, pulsos masculinizantes de seis,
diez, 11 y 15 dias provocaron el desarrollo del 100% de machos
(series 11 a 14). En las series 15 a 17 el pulso masculinizante de
temperatura comenzd en la etapa 24 (después de 21 d.i. a
temperatura feminizante): pulsos masculinizantes de tres, siete y
12 dias indujeron la eclosién del 100% de machos (series 15 a 17).
En la serie 18 el pulso masculinizante inicié en la etapa 24
avanzada (después de 25 d.i. a temperatura feminizante), mismo que
provocd la eclosién del 100% de machos. En los anteriores
experimentos se puede observar que el pulso de temperatura
masculinizante influyd en la determinacién sexual de los embriones
al provocar la eclosién de cuando menos un macho, s6lo en la serie

1 dicho pulso no provocé la eclosién de machos.

En cuanto a los experimentos de doble cambio de temperatura de
masculinizante a feminizante a masculinizante (de 27° a 32° a 27°),

en donde se otorgd un pulso intermedio de temperatura femlnlzante_ﬂj 

entre pulsos de temperatura mascullnlzante al lnlClO Y f1nal del'
desarrollo. Se realizaron 18 experlmentos : '
difieren en la etapa en que se inicid el p
en la duracién del mismo pulso (de tres aé;
se muestran en el Esquema 4. as ser _
temperatura feminizante comenzd en la etapa 12; despues de 6 d 1.‘

a temperatura masculinizante): pulsos femlnlzantes con durac1on de
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cinco y 11 dfas no indujeron la eclosién de hembras. En las series
3 y 4, el pulso de temperatura feminizante inicié en la etapa 13
(después de 7 d.i. a temperatura masculinizante): pulsos
feminizantes con duracidén de cuatro y ocho dias no provocaron la
eclosi6n de hembras. En la serie 5, un pulso feminizante de 16 dias
que comenzb en la etapa 14 no provoctd el desarrollo de hembras. En
las series 6 a 10 el pulso feminizante se inicié en la etapa 17
(después de 12 d.i. a temperatura masculinizante): pulsos de
temperatura feminizante con duracién de cuatro, siete, 11 y 14
dias, no provocaron la eclosién de hembras (series 6 a 9), en
cambio un pulso de 17 dias indujo la eclosién de seis hembras y
ocho machos (serie 10). En la serie 11 se aplicé un pulso
feminizante de 12 d.i. y se provocé la eclosién de ocho machos y
dos hembras. En las series 12 a 14 el pulso feminizante se inicid
en la etapa 20 (después de 18 d.i. a temperatura masculinizante):
pulsos feminizantes de seis y diez dias no provocaron el desarrollo
de hembras (series 12 y 13), en cambio un pulso de 15 dias indujo
la eclosién del 100% de hembras (serie 14). En las series 15 a 17
el pulso feminizante de temperatura comenzé en la etapa 21 (después
de 21 d.i. a temperatura masculinizante): los pulsos feminizantes
fueron de tres, siete y 12 dias, indujeron la eclosién de machos y
hembras. Cabe sefialar que todos los embriones de estas series (15
a 17) murieron por exceso de humedad en el sustrato de incubacién.
En la serie 18, el pulso feminizante que se inicié en la etapa 24
(después de 31 d.i. a temperatura masculinizante) con duracién de
tres dias no provocdé la eclosién de hembras. La determinacién
sexual del ovario ocurre cuando el pulso de temperatura feminizante
(series 10, 11 y 14) es prolongado o si tal pulso se aplica después
del dia 20 de incubacién (series 15 a 17).

Los resultados de los cambios de temperatura de masculinizante
a feminizante, mostraron que el periodo sensible a la temperatura
para la determinacidén sexual de los machos abarca a embriones de
las etapas de desarrollo 20 a 23. Este periodo queda confirmado con
resultados de experimentos de doble cambio de temperatura: ya que
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pulsos de temperatura masculinizante que se iniciaron en la etapa
20 provocaron la eclosién machos (Esquema 3, series 3 a 9). A su
vez, resultados de los cambios de temperatura feminizante a
masculinizante, sugieren que el periodo sensible a la temperatura
para la determinacién sexual de las hembras incluye a embriones de
las etapas 24 a 26. Dos experimentos de pulso de temperatura
feminizante (Esquema 4, series 10 y 14), apoyan que e'l periodo
sensible se ubica en las etapas 24 a 26. Sin embargo, otros
experimentos del mismo tipo sugieren que el periodo sensible puede
iniciar en la etapa 21 (Esquema 4, series 15 a 17). Esta aparente
contradiccidn ocurre cuando el periodo sensible se mide con base en
una escala de desarrollo morfolégica. Si analizamos los pulsos de
temperatura feminizante (Esquema 4, especialmente las series 15 a
17) con base al tiempo (escala cronoldégica de desarrollo), el
periodo sensible a la temperatura inicia aproximadamente en el dia
20. Entonces, el periodo sensible a la temperatura para la
determinacidn de las hembras (con base en una escala cronoldgica)
se ubica entre los dias de incubacién 20 a 28. Este periodo es
congruente para los resultados de experimentos de un cambio y doble
cambio. Al parecer la determinacién sexual de las hembras esta mas
en funcién del tiempo (dias de incubacién) que de la etapa de
desarrollo del embribén. Contrariamente, la determinacién sexual del
macho parece depender mds de la etapa de desarrollo.

La influencia dque tenga un pulso de  temperatura
(masculinizante o feminizante) en la determinacién sexual va a.
depender de: la duracidén del pulso de temperatura, el dia en que
inicia (dia de incubacién) y la etapa de desarrollo de 1los
embriones cuando se aplica el pulso de temperatura. Cuando un pulso
de temperatura se aplica a embriones de etapas (o edades) tempranas
de desarrollo, estos pulsos no influyen en la determinacién sexual,
porque los mismos se aplicaron en etapas tempranas del desarrollo
para poder producir algin efecto en la determinacién sexual: como
se observa en el Esquema 3, serie 1 y en el Esquema 4, series 1 a
9.
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'ESQUEMA3 .
EXPERIMENTOS DE DOBLE CAMBIO DE TEMPERA'

CAMBIOS DE TEMPERATURA FEMINIZANTE A MASCULINIZANTE A FEMINIZANTE
Serie T - Etapas de Desarrollo Eclosion Sexo

o

C 12 14 16 18 20 22 24 26 28 31 N MH

32 4d sd 124

1 27 » | ’ |17 6 0 6
32 4d 11d 15d

2 27 » 18 5 1 4
32 12d 4d  16d

3a 27 20| |22 ) 13 13 0
32 124 sd 171d _

4 27 20 | |22 ‘ .5 4 1
32 12d 74 19d

5b 27 2o| |22+ ' 11 2 9
32 12d od 214

6 27 zol ﬂza 7 7 0
32 12d 11d  23d

Te 27 2ol |23 14 13 1
32 12d 144 26d

8d 27 zoﬂ |23+ 13 10 3

32 124 17d 29d
9e 27 20 | 24 14 14 0
32 184 ad 214

10 27 23| | 24 5 4 1

Continia
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EXPERIMENTOS DE DOBLE CAMBIO DE TEMPERATURA

CAMBIOS DE TEMPERATURA FEMINIZANTE A MASCULINIZANTE A FEMINIZANTE
Serie T Etapas de Desarrollo Eclosion Sexo
°C 12 14 16 18 20 22 24 2 28 3 N MH

32 . 18d 6d 24d

11f 27 23 | |]25 10 10 0

» 32 18d 10d  28d

12g 27 23 | |]zs+ 13 13 0
32 18d 11d 29d

13 27 ' 23 | |26 5 50
32 18d 154 33d

14h 27 23 | |26 10 10 o
32 21d 3d 244

151 27 24 | [] 25 , 5 5 0
32 21d 74 284 A

16§ 27 ' 24 | ﬂza 8§ 8 0
32 21d 12d  33d

17k 27 24 264 11 11 0
32 25d 6d 31d

18 27 24+ H ﬂ27 9 9 0

Esquema 3.- Experimentos de doble cambio de temperatura: de feminizante a masculinizante a feminizante.
Los embriones inicialmente se incubaron a temperatura feminizante (linea gruesa) despu€s de algunos dias
se cambiaron a la temperatura masculinizante (lfnea delgada) permaneciendo por diferentes dfas (o etapas)
y finalmente se regresaron a la temperatura feminizante quedandose hasta la eclosion. T= temperatura

de incubacidn; N= nimero de tortugas; M= macho; H= hembra; d= dias de incubacicn; + = etapa de
desarrollo avanzada; ?= no se registro la etapa; las series con letras son ensayos paralelos

respecto a otros sefialados en el Esquema 4.




ESQUEMA 4

EXPERIMENTOS DE DOBLE CAMBIO DE TEMPERATURA

CAMBIOS DE TEMPERATURA MASCULINIZANTE A FEMINIZANTE A MASCULINIZANTE

Serile

.6a
7b
8c
9d

10e

Continda
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T Etapas de Desarrollo Eclosion Sexo
°C 12 14 16 18 20 22 24 26 28 3l N M H
2 2 17

27 6 sd 11d 10 10 0
2 12 24+ .

27 6d 11d l17a 10 10 0
2 B 16+

27 74 ﬂ 4 |1d 3 0
32 1 18

27 1 8d [ 1sa 4 0
3 14

27 sa_ | 16d 1 o
k) 17 21

27 12d ! 4d |16d 13 13 o
EY) 17 22+

27 124 l 7d 194 10 10 0
E?) Y 24

27 12d ll 114 1234 " 12 12 0
32 17 24+ :

27 ‘124 | 14a | 264 15 15 0
) 17 26

27 124 [ 17d {294 4 8 6



EXPERIMENTOS DE DOBLE CAMBIO DE TEMPERATURA
CAMBIOS DE TEMPERATURA MASCULINIZANTE A FEMINIZANTE A MASCULINIZANTE

Serie T Etapas de Desarrollo Eclosion Sexo

°C 12 14 16 18 200 22 24 26 28 3 N M H
11 32 18+ 25

27 144 12d 26d 10 8 2
12f 32 20 ' 24

27 18d 6d }24d 12 12 0
13g 22 20 25

27 184 104 §284 7 7 0
14h 32 S 20 26+ v _

27 18d 1 154 {33d 9 0 9

. - i :

*151 32 . : 21+ 23 :

27 - 21d ﬂsd l24d 0 10? 2 6
*16j 32 N ' 21+ 24+

27 21d 7d 284 11 9 2
*17k 32 21+ 25+

27 ‘214 12¢ {33d 12 5 7
18 32 24 25

27 31d _ Isd |34d 4 . 4 0

Esquema 4.- Experimentos de doble cambio de temperatura: de masculinizante a feminizante a masculinizante,
Inicialmente los huevos se incubaron a temperatura masculinizante (linea delgada) después de algunos dias

se cambiaron a la temperatura feminizante (linea gruesa) permaneciendo por algunos dias (o etapas) y
finalmente se regresaron a la temperatura masculinizante queddndose hasta la eclosion. T= temperatura de
incubacion; M= macho; H= hembra; ?= dos tortugas con ovatestis; d= dias de incubacién; += etapa de
desarrollo avanzada; * = mortalidad en las tortugas por exceso de humedad; Ias series con letras

son ensayos paralelos respecto a otros seiialados en el Esquema 3.
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Al comparar entre si los resultados de los experimentos de
doble cambio (de 32°¢ -+ 27% - 32% y de 27% - 32°% -+ 27%),
' observamos que en varios experimentos de pulso de temperatura
feminizante no se provocd el desarrollo de hembras (Esquema 4,
series 1 a 9, 12, 13 y 18), mientras que en los experimentos de
pulso de temperatura masculinizante sélo en un ensayo no se indujo
el desarrollo de machos (Esquema 3, serie 1). En contra parte, el
100% de feminizacién se obtuvo en un solo ensayo (Esquema 4, serie
14), mientras que el 100% de masculinizacién se obtuvo en varios
ensayos (Esquema 3, series 3, 6, 9, 11 a 18). Ademas, al comparar
resultados de experimentos parélelos (series en donde el pulso de
temperatura feminizante y masculinizante se aplicé a embriones de
la misma edad y con igual duracién) en los Esquemas 3 y 4: los
pulsos masculinizantes influyeron en mayor -medida en 1la
determinacién de machos que los pulsos feminizantes para la inducir
la determinacién de hembras. En el Esquema 3 las series 3a, 5b, 7c,
8d, 9e, 11f, 12g, 14h, 15i, 16j y 17k, son ensayos paralelos
respectivamente de las series 6a, 7b, 8c, 9d, 10e, 12f, 13g, 14h,
151, 16j y 17k del Esquema 4. Podemos observar en los Esquemas 3 y
4 que al comparar los ensayos paralelos a, b, ¢, d, f y g, sb6lo los
pulsos masculinizantes produjeron algunos machos mientras dque
ningin pulso feminizante provocdé el desarrollo de alguna hembra.
Estas diferencias tan notables en donde el pulso masculinizante si
influye en 1la determinacién sexual mientras que el pulso
feminizante no influye en la determinacién sexual, puede explicarse
porque en estos ensayos los pulsos de temperatura se aplican a
embriones con diferente grado de desarrollo. En estos ensayos
paralelos, los embriones sometidos a un pulso masculinizante
siempre estuvieron en etapas de desarrollo mAs avanzadas (al
proceder de una temperatura de incubacién alta) respecto de los
embriones a los cuales se les aplica el pulso feminizante (estos
embriones presentan menor grado de desarrollo ya que previamente
estuvieron a temperaturas de incubacidén baja). En cambio, un pulso
de temperatura feminizante aplicado en etapas de desarrollo mas
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avanzadas siI influye en la determinacién sexual de algunos
embriones (Esquema 4, series 15i, 16j y 17k).

EFECTO DE LA TEMPERATURA DE CULTIVO EN LA GONADA AISLADA.

A) CULTIVO DE GONADAS AISLADAS DE EHBRIONEQ INCUBADOS A TEMPERATURA
MASCULINIZANTE.

Estos experimentos se realizaron con embriones provenientes de
temperaturas masculinizantes de dos etapas de desarrollo (25 y 26);
de cada embridén se aisldé el par de génadas, una se cultivé a
temperatura masculinizante y la otra (su par) se cultivé a
temperatura feminizante. En la Tabla 10 se presentan los resultados
de estos cultivos. En la serie 1 se tomaron embriones de la etapa
25, a los cuales se les aisldé las gdnadas (al iniciar el cultivo
las gbénadas presentaron morfologia de gbénada indiferenciada, Figura
9). Después de los 15 dias en cultivo, las génadas que estuvieron
a temperatura masculinizante presentaron en la médula agrupaciones
celulares semejantes a cordones medulares (Figura 10), mientras que
en la médula de las gbénadas cultivadas a temperatura feminizante no
se observaron cordones medulares, desarrollando en su lugar tejido
conectivo de apariencia laxa (Figura 11). En estos mismos cultivos
las gdénadas mantenidas en ambas temperaturas desarrollaron
indistintamente epitelio cortical plano simple (tipico del
testiculo) y pseudoestratificado cidbico (tipico del ovario).

En la serie 2 se tomaron embriones de la etapa 26, a los
cuales se les aislé las génadas (al iniciar el cultivo las gbnadas
mostraron la morfologia de gdénada indiferenciada). Después de los
15 dias en cultivo, las gbénadas respondieron a la temperatura de
cultivo de igual forma gue en la serie 1. Es decir, las génadas que
se cultivaron a temperatura masculinizante presentaron en la médula
agrupaciones celulares de tipo epitelial, a su vez, las génadas
cultivadas a temperatura feminizante, mostraron en la médula tejido
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laxo. Asi también, a nivel de la corteza, las génadas cultivadas a
ambas temperaturas desarrollaron un epitelio plano simple y clibico
pseudoestratificado.

b) CULTIVO DE GONADAS AISLADAS DE EMBRIONES INCUBADOS A
TEMPERATURA FEMINIZANTE.

Para estos experimentos se tomaron embriones de las etapa 22,
23, 25 y 26 incubados a temperaturas feminizantes. De cada embridn
se aislé el par de génadas, una se cultivé a temperatura
masculinizante y 1la otra gbénada se cultivé a temperatura
feminizante. Los resultados de estos cultivos se presentan en la
Tabla 11. En la serie 1 se tomaron embriones de la etapa 22, a los
cuales se les aislé las gdnadas (al iniciar el cultivo las génadas
presentaron la morfologia de cresta gonadal, Figura 12). Después de
los 15 dias de cultivo, las é_;c‘madas cultivadas a temperatura
masculinizante (Figura 13) y feminizante (Figura 14) presentaron
arreglos de gdnada indiferenciada: gdénadas compactas y de tamafio
pequefio. En la serie 2 se utilizaron embriones de 1la etapa 23, a
los cuales se les aisld las génadas (al iniciar el cultivo
presentaron morfologia de gdénada indiferenciada). Después de 15
dias de cultivo, las gdénadas que se cultivaron a temperatura
masculinizante presentaron restos de cordones medulares
comparativamente con 1las génadas cultivadas a temperatura
feminizante, estas Gltimas mostraron una tendencia de disgregar los
cordones medulares. Para estos mismos cultivos, 1las gdénadas
mantenidas en ambas temperaturas presentaron indistintamente
epitelio cortical planc y cibico. En la serie 3 se tomaron
embriones de la etapa 25, se aislaron las gdénadas que al iniciar el
cultivo presentaron la morfologia de génada indiferenciada (Figura
15). Después de 15 dias de cultivo, las génadas que se cultivaron
a temperatura masculinizante presentaron una tendencia a mantener
los cordones medulares (Figura 16) comparativamente con las génadas
cultivadas a temperatura feminizante (Figura 17), estas uGltimas
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Figura 9.- Gonada indiferenciada de un embrién de etapa 25 incubado
a temperatura masculinizante. G6nada control al inicio del cultivo
en esta misma etapa. Control de inicio del cultivo de la génadas
que se muestran en las dos figuras siguientes. 200X.

Figura 10.- Gbnada aislada de un embridén de etapa 25 incubado a
temperatura masculinizante y cultivada por 15 dias a temperatura
masculinizante. La médula esta ocupada por muchas células de tipo
epitelial (flechas) representando restos de cordones medulares.
Contrastar con la figura siguiente. 200X.

Figura 11.- Génada aislada de un embrién de etapa 25 incubado a
temperatura masculinizante y cultivada por 15 dias a temperatura
feminizante. La médula esta ocupada principalmente por tejido
estromatico (*) dando el aspecto de un tejido laxo. Comparar con la
figura anterior. 200X.

Figura 12.- Cresta gonadal de un embrién de etapa 22 incubado a
temperatura feminizante. Control al inicio del cultivo en esta
misma etapa. Control de inicio del cultivo de la génadas que se
muestran en las dos figuras siguientes. 200X.

Figura 13.~ G6nada aislada de un embridn de etapa 22 incubado a
temperatura feminizante y cultivada por 15 dias a temperatura
masculinizante. Se observan caracteristicas de estadio
indiferenciado por lo pequefic y compacto del tejido. Se observan
algunas células germinales (G) en 1la corteza. El1 arreglo
histolégico de esta gdnada es muy similar al de la figura
siguiente. 200X.

Figura 14.- Gobnada aislada de un embridén de etapa 22 incubado a
temperatura feminizante y cultivada por 15 dias a temperatura
feminizante. Se observan caracteristicas de estadio indiferenciado
por lo pequefio y compacto del tejido. Se distinguen algunas células
germinales (G) en la corteza. El arreglo histoldgico de esta gdnada
es muy similar al de la figura anterior. 200X.
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Tabla 10.- Cultivas de gonadas aisladas de embriones Incubados
a temperatura masculinizante.

Temperatura de Cultivo
Serle  Etapa del Masculinizante Feminizante
Explante Efecto en Regio’n Medular Efecto en Region Medular
1 25 Tendencia de mantener Tendenclﬁe disociar
los cordones los cordones
2 26 Tendencia de mantener Tendencla de disoclar
los cordones los cordones

Nota: No se observo efecto consistente en la corteza de las gonadas
cultivadas en las dos temperaturas.

Tabla 11.- Cultivos de gonadas aisladas de embriones incubados
a temperatura feminizante.

Temperatura de Cultivo
Serle  Etapa del Masculinizante Feminizante
Explante Efecto en Region Medular Efecto en Region Medular
1 22 Se mantiene indiferenciada Se mantiene indiferenciada
2 23 Tendencia de mantener Tendencia de disociar
fos cordones los cordones
3 25 Tendencia de mantener Tendencla de disociar
los cordones los cordones
4 26 Disociacion de cordones Disociacion de cordones
Diferenciacion ovarica Diferenciacion ovarica

Nota: No se observo efecto consistente enla corteza de las génadas
cultivadas en las dos temperaturas.

mostraron tendencia a disgregar los cordones medulares. Las gbénadas
cultivadas a temperatura masculinizante y feminizante desarrollaron
indistintamente epitelio cortical y plano. En la serie 4 se tomaron
embriones de la etapa 26, se aislaron las génadas que al iniciar el
cultivo presentaron caracteristicas de génada indiferenciada
(Figura 18). Después de 15 dias de cultivo, las gdnadas cultivadas

a temperatura masculinizante (Figura 19) y feminizante (Figura 20)
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presentaron la médula sin cordones (tipico del ovario), es decir
con tejido conectivo de tipo laxo.

En resumen, la temperatura de cultivo parece provocar en la
génada aislada un efecto parcial, donde, la temperatura
masculinizénte induce que los cordones en la médula se mantengan.
A su vez, la temperatura feminizante, induce en la g6nada aislada
que los cordones en la médula se disgreguen, desarrollando en su
lugar tejido conectivo laxo. A nivel del epitelio cortical de la
gbnada la temperatura de cultivo no provocd efecto evidente.

EFECTO DEL ESTRADIOL EN LA GONADA in ovo.

El efecto se determindé a la eclosidn y entre los tres a nueve

meses posteclosiédn:
a) EVALUACION DEL EFECTO DEL ESTRADIOL A LA ECLOSION.

Los resultados del efecto de la aplicacidén de estradiol se
presentan en la Tabla 12. Cuando el estradiol se aplicd a embriones
de las etapas 17 y 18, 20 a 25, la hormona feminizé la génada de
todos los enmbriones, es decir, el estradiol superé el efecto
masculinizante de la temperatura de incubacién. En la Figura 21 se
muestra un ovario inducido por la aplicacién de estradiol. Cuando
el estradiol se aplicé a embriones de las etapas 25-26 y 26, la
hormona feminizd algunas tortugas (ocho y nueve, respectivamente),
en tanto que otras tortugas eclosionaron como machos (cuatro y 14,
respectivamente), esto indica que el estradiol no alterdé el efecto
masculinizante inducido por la temperatura de incubacién. Por otra
parte, cuando el estradiol se aplicd a embriones de la etapa 27, el
esteroide no fué capaz de feminizar la gdénada de los embriones
tratados y por tanto todas las tortugas desarrollaron testiculos.
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Figura 15.- G6nada indiferenciada de un embrién de etapa 25
incubado a temperatura feminizante. Control al inicio del cultivo
en esta misma etapa. Control de inicio del cultivo de las gbénadas
que se muestran en las dos figuras siguientes. Se observan algunas
células germinales (G) en el epitelio cortical. 200X.

Figura 16.- Génada aislada de un embrién de etapa 25 incubado a
temperatura feminizante y cultivada por 15 dias a temperatura
masculinizante. La mé&dula esta ocupada por muchas cé&lulas
epiteliales representando restos de cordones medulares (flechas).
Se distinguen células germinales (G) en la corteza. Contrastar con
la figura siguiente. 200X.

Figura 17.~ G&6nada aislada de un embrién de etapa 25 incubado a
temperatura feminizante y cultivada por 15 dias a temperatura
feminizante. La médula esta ocupada principalmente por tejido
estrématico (*) que da la apariencia de un tejido laxo. Se aprecian
algunas células germinales (G).Comparar con la figura anterior.
200X.

Figura 18.- Génada indiferenciada de un embrién de etapa 26
incubado a temperatura feminizante. Control al inicio del cultivo
en esta misma etapa. Control de inicio del cultivo de las génadas
que se muestran en las dos figuras siguientes. 200X.

Figura 19.- Génada aislada de un embrién de etapa 26 incubado a
temperatura feminizante y cultivada 15 dias a temperatura
masculinizante. La médula esta ocupada completamente por tejido
estromdtico (*;no se distingue algin cordén medular). El epitelio
esta ligeramente engrosado (E). En el epitelio cortical (E) se
distinguen algunas células germinales (G). La génada presenta la
morfologia de diferenciacién del ovario. Este arreglo histolégico
es muy similar al de la figura siguiente. 200X.

Figura 20.- Gonada aislada de un embridn de etapa 26 incubado a
temperatura feminizante y cultivada 15 dias a temperatura
feminizante. La médula esta ocupada completamente por tejido
estromdtico (*; no se distingue algin cordén medular). El epitelio
esta ligeramente engrosado (E). Se observa una célula germinal (G).
La gbénada presenta la morfologia de diferenciacidén del ovario. Este
aspecto morfoldgico es muy parecido al de la figura anterior.
200X. '



' LAMINA TII

PR
~ TR ITe ™
DL P



62

Tabla 12.- Aplicacion de estradiol en la génada in ovo:
Andlisis del efecto a la eclosidn. * La hormona se
aplico a embriones de diferentes etapas incubados a temperatura
masculinizante.

Etapa de Namero de Sexo de la Génada
Apllcaclén Torttgas Testlculo Ovario
17 11 0 11
18 7 0 7
20 17 0 17 .
21 10 0 10
22 16 0 16
23 . 17 0 17

23-24 9 0 9
24 22 -0 22
25 9 (] 9

25-26 12 4 8
26 23 14 9
27 11 1 0

~ Se menciond que el estradiol feminizé la génada cuando se
aplicé a embriones de las etapas 17 a 26, sin embargo, el arreglo
histolégico inducido por la hormona no es el mismo que presenta un
ovario normal, es decir, uno provocado por la temperatura de
incubacién feminizante (Figura 22). Especificamente, el estradiol
indujo que la mayoria de tortugas desarrollaran ovarios de tamafio
reducido (hipoovarios) en lugar de provocar el desarrollo de
ovarios de tamafio normal. En estos hipoovarios, la corteza esta
relativamente engrosada y la médula es muy reducida (Figura 23).

Algunos hipoovarios presentaron la médula muy inhibida, esto
se observd principalmente cuando el estradiol se aplicd a embriones
de etapas tempranas (Figura 24). La forma de las regiones medular
y cortical de los ovarios normales (Ilustracudén 3) son diferentes
a las presentadas por los hipoovarios (Ilustracién 4). En las
Ilustraciones 5 y 6, se muestran ovarios inducidos por' la
temperatura feminizante Yy la aplicacién de estradiol,
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Tlustracién 3.~ Dibujo de un corte transversal de un ovario
inducido por la incubacién a temperatura feminizante. :
C= Corteza; M= Médula. 240X.

Ilustracién 3.- Dibujo de un corte. transversal de un ovario-
inducido por la aplicacién de estradiol. C= Corteza;
M= Médula. 240X. :
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Ilustracién 5.- Dibujos de cortes transversales de ovarios
inducidos por la temperatura de incubacién feminizante. Los trazos
se realizaron con una cimara licida y se capturan con un scanner.
Los dibujos se ajustaron a la medida de los marcos.

C= corteza
M= médula
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Ilustracién 6.- Dibujos de cortes transversales de ovarios
inducidos: por la aplicacién de estradiol en etapas embrionarias.
Los trazos se realizaron con una cémara ldcida y se capturaron con
un escanner. Los dibujos se ajustaron a la medida de los marcos.

C= corteza
M= nédula
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respectivamente. En estas Ilustraciones, las diferencias entre
ambos tipos de ovarios son muy evidentes. Una observacién
interesante es que muy pocas tortugas tratadas con estradiol
desarrollaron un ovario morfolégicamente similar al inducido por la
temperatura feminizante.

Ya se menciond que cuando el estradiol se aplicd a embriones
de la etapas 25-26, 26 y 27, la hormona no fue capaz de feminizar
la génada de algunas tortugas. Si bien, el esteroide no modificéd el
sexo de la gdnada adquirido por la temperatura masculinizante, si
alterd la estructura morfoldgica del testiculo. Estas alteraciones
incluyen: a) disminucién en el nimero y el &rea ocupada por los
cordones medulares, b) formacidn de zonas de cavitacién en algunos
cordones medulares y c) en algunos casos, reduccién de la cantidad
del tejido estromdtico. Estas alteraciones se observan en la Figura
25 al compararse con un testiculo normal de un macho control en la
Figura 26.

Los anteriores resultados indican que el estradiol puede
feminizar la gbnada, si ésta se aplica a embriones (incubados a
temperatura masculinizante) de 1las etapas 17 a 25. La accién
feminizante del estradiol parece disminuir, si éste se aplica a
embriones de la etapas 25 avanzada y 26. Cuando el esteroide se
aplicoé a embriones de la etapa 27, el estradiol no logrd feminizar
la gdnada. Lo anterior indica que el efecto feminizante del
estradiol depende del grado de desarrollo de los embriones.

Comparacién morfométrica entre ovarios inducidos por la incubacién
a temperatura feminizante y por la aplicacidén de estradiol.

Se mencioné anteriormente que los ovarios inducidos por 1la
incubacidén a temperatura feminizante y la aplicacidén de estradiol
parecen presentar diferente tamafic. Entonces, para investigar la
observacidén anterior, se realizd un estudio morfométrico de las
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Figura 21.- Ovario de una hembra inducida por la aplicacién de
estradiol en la etapa 18 y sacrificada a la eclosidn. Se observan
numerosas células germinales (G) en la corteza (C). La corteza esta
ligeramente engrosada y la médula es reducida (M). 200X.

Figura 22.- Ovario normal de una hembra inducida por la incubacién
a temperatura feminizante y sacrificada a la eclosién. La corteza
(C) esta muy engrosada y presenta algunas células germinales (G).
La médula (M) es muy amplia. Comparar con la figura siguiente.
200X.

Figura 23.- Ovario de una hembra inducida por la aplicacién de
estradiol en la etapa 23 y sacrificada a la eclosién. La corteza
(C) esta relativamente engrosada presentando numerosas células
germinales (G). La médula es muy reducida (M). Este ovario es
comparativamente menor respecto de un ovario normal, ver figura
anterior. 200X.

Figura 24.- Ovario de una hembra inducida por la aplicacién de
estradiol en la etapa 18 y sacrificada a la eclosién. La médula (M)
presenta evidente atrofia con restos de algunos cordones (R). La
corteza esta poco engrosada. La corteza (C) no es muy gruesa. 200X.

Figura 25.- Testiculo de un macho tratado con estradiol en la etapa
27 y sacrificado a la eclosidén. El1 &rea ocupada por los cordones
medulares (M) es pequefia y de igual forma el nimero de cordones.
Ademds, en algunos cordones se observan zonas de cavitacién
(flechas). Comparar con la figura siguiente. 200X.

Figura 26.- Testiculo normal de un macho inducido por la incubacién
a temperatura masculinizante y sacrificado a la eclosién. El &rea
ocupada por los cordones medulares (M) es relativamente amplia y
gran nimero de los cordones se encuentran conectados (continuos).
Comparar con la figura anterior. 200X.
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Grafica 1.- Morfometrfa de las dreas medular y cortical de ovarios.

A= aplicacion; T= temperatura. Se muestra la mediay la desviacion estandar.

Tabla 13.- Morfometria en ovarios inducidos por la aplicacién
de estradiol y la temperatura feminizante:
Comparacidn de las areas medular y cortical.

Ovarios Inducidos por
La Aplicacién La Temperatura
de Estradiol Feminizante
Area Area Area Area
Medular Contical Medular Cortical
Media 1) 15,054 |_2) 22,451 | 3) 66,633 | 4) 70,223
d.s, 10,381 9,927 24,710 18,962
Comparacidn de Medias Mediante la Prueba t da student,
Comparacisn ttabular [t calculada | Conclusicn P
Tvs3 .032 10.096 | . d.e. F<0,0005 |
2vs4 - 2024 11,38 d. e. P<0.0005
3vs4 2.012 0.26 nod. e. P>0.5
1vs2 2.009 2,446 d. e. P<0.02
d.s,= desviacion estdndar; los datos representan micras cuadradas

< 0.05; el tamafio en la muestra para cada tipo de ovario es de 26.
d.e.= diferencia estadistica

P= probabilidad del evento
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regiones'medular y cortical de cada tipo de ovario. En la Grafica
1 se presentan los resultados de las mediciones (la media y
desviacidén esténdar) de las areas medular y cortical para ambos
tipos de ovarios. En esta grafica, se observa claramente que las
dreas medular y cortical son m&s grandes en los ovarios inducidos
por la temperatura gque las &reas respectivas de los ovarios
inducidos por el estradiol. La Tabla 13 muestra gque las A&reas
medular y cortical de ovarios inducidos por la temperatura son
estadisticamente mAs grandes gque las &reas respectivas de los
ovarios inducidos por la aplicacién de estradiol. Ademds, en la
Grafica 1 y Tabla 13, se observa que los dos tipos de ovarios son
diferentes al analizar que tanto contribuye cada &rea en 1la
formacién del ovario: en los ovarios inducidos por la temperatura
las regiones medular y cortical son estadisticamente del mismo
tamafio, mientras que en los ovarios inducidos por la aplicacién de
estradiol, las regiones medular y cortical son estadisticamente
diferentes (Tabla 13), en promedio la regidn medular es m&s pegquefia
que la regién cortical.

B) EVALUACION DEL EFECTO DEL ESTRADIOL ENTRE LOS TRES A NUEVE MESES
POSTECLOSION.

Las tortugas que eclosionaron de este experimento se
mantuvieron en cautiverio y a diferentes tiempos se sacrificaron
para analizar cual fue el efecto del estradiol en la gdénada. Los
resultados se presentan en la Tabla 14. Todas las tortugas
sacrificadas presentaron ovarios, lo que parece indicar que 1la
feminizacién inducida por el estradiol permanece por al menos un
periodo de nueve meses posteclosién. Si bien, todas las tortugas
presentaron ovarios, estos mismos difieren con respecto a ovarios
de hembras (de edades parecidas) inducidas por la temperatura
feminizante. Estas diferencias incluyen el tamafio Y arreglo
histolégico, Tabla 14. De todas las hembras inducidas por 1la
aplicacién de estradiol, algunas presentaron ovarios de tamafio
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Tabla 14.- Aplicacion de estradliol en la gonada In ovo: Analisis del efecto entre los meses
La hormona se aplic a embriones de la etapa 24. Las tortugas tratadas

tres y nueve posteclosidn.

se dejaron eclosionar y se mantuvieron en cautiverio, El efecto del estradiol en la génada se compara con
ovarios Inducldos por Ia temperatura feminizante. La comparacién se hace entre hembras de edades parecidas.

Tiempo Comparacién Entre
Potseclosicn Numero de Sexo Ovario Inducido por Ovarlo Inducido por
(meses) - Tortugas Gonadal | Punto a Comparar ia Temperatura e| Estradiol
3 2 Ovario Tamano Mayor Menor
35 4 Ovarlo Forma Regular lrregular
4 3 Ovarlo Médula (Tamario) Amplia Reducida
55 2 Ovarlo || Médula (Aspecto) Laxa Compacta
9 1 Ovarlo Corteza (Grosor) Homogéneo Variable

reducido con la médula también reducida (Figura 27), comparar estas
caracteristicas con un ovarlo normal de una hembra de edad parecida
(Figura 28).

(Figura 29),
(Figura 30), la corteza proximal (la corteza del ovario mds cercana

También presentaron: la corteza anormalmente engrosada
restos de cordones de relativamente gran tamafio

al mesonefros) presentd epltello plano y no de tipo ctbico (Figuras
29 y 30). TEr
un ovario de una hembra normal (Flgura 31).

Se pueden comparar las re ultlmas caracteristicas con

A pesar de todas las
diferencias, en algunos ovarios 1nduc1dos por estradlol se observd
que éstos forman ovocitos aparentemente normales.

EFECTO DEL ESTRADIOL EN LA GONADA AISLADA DE EMBRIONES
INCUNBADOS A TEMPERATURA MASCULINIZANTE.

Los cultivos de gbnadas se realizaron con embriones de blas )
25-26 y temperatura' o
masculinizante. De cada embrlon se alslo el par de gonada -3

etapas 25, 26 previamente incubados

iniciar el cultlvo : estaban ;

mox £ loglcamente ;
Después de 15 dias ‘en cultlvo,glasl'

as gonadas

indiferenciadas: (Flgura 3 2)
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Figura 27.- Ovario de una hembra de nueve meses posteclosién,
inducida por la aplicacién de estradiol cuando embrién en la etapa
24. Se .observan abundantes células germinales (G). La corteza (C)
es clara aunque reducida. La médula (M) también es muy reducida. El
ovario tiene una forma poco comin. Ademis, el tamafio es muy
reducido. Comparar con la figura siguiente. 200X.

Figura 28.- Ovario de una hembra de ocho meses posteclosién,
inducida por la incubacién a temperatura feminizante. Se distinguen
algunas células germinales (G) en la corteza (C). Este ovario
presenta la morfologia tipica: una corteza bien desarrollada y de
un grosor homogéneo y la médula es muy amplia y sin cordones.
Comparar con la figura anterior. 200X.

Figura 29.- Ovario de una hembra de cinco meses posteclosiédn,
provocada por la aplicacién de estradiol cuando embridén en la etapa
24. La corteza presenta muchas células germinales (G), pero esta
misma muestra un engrosamiento poco comin (*). Comparar con la
Figura 31. 200X.

Figura 30.- Ovario de una hembra de tres meses posteclosién,
inducida por la aplicacién de estradiol cuando embrién en la etapa
24. Este ovario presenta dos rasgos histoldgicos gue no son comunes
en ovarios "normales": a) resto de gran tamafio de un cordén medular
(*) v b) el epitelio cortical mas proximal al mesonefros es de tipo
plano simple (flechas). Comparar con la figura siguiente. 200X.

Figura 31.- Ovario de una hembra de seis meses posteclosidn,
inducida por la incubacién a temperatura feminizante. La corteza
(C) esta claramente engrosada y presenta un grosor homogéneo y la
médula (M) es muy amplia. Comparar con las dos figuras anteriores.
200X.
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Tabla 15.- Analisis del efecto del estradiol en la gonada aislada.
Los cultivos se realizaron con g6nadas alsladas de embriones incubados a
temperatura masculinizante. La temperatura de cuitivo fué masculinizante,

Serle Etapa Analisis en Gonadas Control: Gdnadas Tratadas:
del +Regldny Cultivadas con Cuttlvadas con

Explante *Efecto el Vehfculo Estradiol (1 g/ml)

1 25 +Cordones Medulares Se mantienen Ligera disoclaclén
*Cavitacidn Ausente Presente

2 25-26 +Cordones Medulares Se mantienen Ligera disoclacién
*Cavitacldn Ausente Presente

3 26 +Cordones Medulares Se mantienen Ligera disociacién
*Cavitaclon Ausente Presente

Nota: Las gonadas de ambos tratamientos presentaron epitelio cortical simple.

génadas que se cultivaron con estradiol presentaron cordones
medulares ligeramente desorganizados, ademds, en estos mismos
desarrollaron zonas de cavitacién (Figura 33). A su vez, las
gdénadas cultivadas con el vehiculo, presentaron cordones medulares
mas o menos compactos y sin zonas de cavitacidén (Figura 34). En las
series 2 y 3, las gdnadas iniciaron el cultivo en etapa
morfolégicamente indiferenciada. En estas series, las g6énadas
cultivadas con estradiol respondieron de igual manera que en la
serie 1, es decir, presentaron cordones medulares con

ligera desorganizacidén y también mostraron zonas de cavitacién en
los cordones. En tanto, para las mismas series, las gdénadas
cultivadas con el vehiculb, presentaron cordones medulares mas o
menos compactos. En las tres series, las gbnadas cultivadas con
estradiol desarrollaron en la corteza epitelio plano simple, es
decir, la hormona no provocé evidente engrosamiento de la corteza.
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Figura 32.- Gdnada indiferenciada de un embrién de etapa 25
incubado a temperatura masculinizante. Control al inicio del
cultivo en esta misma etapa. 200X.

Figura 33.- G6nada asilada de un embrién de etapa 25 incubado a
temperatura masculinizante y cultivada 15 dias a temperatura
masculinizante en presencia de estradiol (1 ug/ml de medio). En la
médula no se observan cordones medulares evidentes y en cambio, se
presentan zonas de cavitacién en los cordones (flechas). Comparar
con la figura siguiente. 200X.

Figura 34.- Gbnada asilada de un embrién de etapa 25 incubado a
temperatura masculinizante y cultivada 15 dias a temperatura
masculinizante en presencia del vehiculo (OH). En la médula se
observan restos de cordones medulares (M). Comparar con la figura
anterior. 200X.

Figura 35.- Diferenciacién histoldgica del ovario. Ovario de un
embridén incubado a temperatura feminizante y sacrificado a los 33
dias (etapa 27). El inicio de la diferenciacién del ovario se
manifiesta con el engrosamiento de la corteza (C) y la regresibén de
los cordones medulares (M). 200X.

Figura 36.- Diferenciacién histolégica del testiculo. Testiculo de
un embridén incubado a temperatura masculinizante y sacrificado a
los 45 dias (etapa 27). La diferenciacidn del testiculo es evidente
porgque en la médula se observan cordones medulares (M) bien
definidos y la corteza presenta un epitelio (E) delgado. 200X.
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DISCUSION

PERIODO BENSIBLE A LA TEMPERATURA PARA LA DETERMINACION DEL SEXO
DE LA GONADA.

Cualquier periodo sensible a la temperatura puede ser medido
con base en una escala de desarrollo morfolégico (etapas de
desarrollo morfolégico) o a través de una escala cronolégica
(tiempo de incubacién) (Bull y Vogt, '81). En este estudio, se
encontré con base en una escala de desarrollo morfolégica, que el
periodo sensible a la temperatura para la determinacién sexual de
machos ocurre entre las etapas 20 a 23, mientras que el periodo
sehsible para la determinacién de las hembras abarca las etapas 24
a 26. Al comparar los dos periodos sensibles (con base en una
escala morfolégica), parece claro que la determinacién sexual de
los machos (etapas 20 a 23) ocurre antes que la determinacién de
las hembras (etapas 24 a 26). Pero, si al comparar estos periodos,
se hace una correspondencia entre las etapas de desarrollo (escala
morfolégica de desarrollo) con el tiempo o edad (escala cronoldgica
de desarrollo) resulta la Tabla 16 y Grafica 2. En esta tabla, se
observa que los embriones incubados a temperatura masculinizante
alcanzan las etapa 20 y 23 aproximadamente a los 18 y 27 dias de
incubacién, respectivamente; mientras que los embriones incubados
a temperatura feminizante alcanzan las etapas 24 y 26
aproximadamente a los 20 y 27 dias, respectivamente. Lo anterior
también se observa en la Grafica 2. Entonces, la determinacién de
los dos sexos ocurre a edades muy parecidas y la diferencia en
etapas de desarrollo es producto de gue las dos temperaturas de
incubacién provocan diferente velocidad de desarrollo en los
embriones: la temperatura de incubacién baja (masculinizante)
induce menor grado de desarrollo en los embriones que la
temperatura de incubacién alta (feminizanfe).



Tabla 16.- Correspondencia entre el dia de incubacidn y la
- etapa de desarrollo alcanzada en funcion de la temperatura
de incubacidn (Masculinizante 6 Feminizante).

Temperatura de Incubacion
Dias de Masculinizante Feminizante
Incubacion [Etapa de Etapa de
Desarrollo Desarrollo
15 19 K 22
18 20 - 23
20 21 24
24 22 25
27 23 26
31 24 ) .27
35 25 28
40 26 29-30
45 . 27-28 31
7517 ||
707 » Determinacic
7 sl e
% GO-: il Predeterminacicn
5 551 .
g 50-: Indeterminado
45- g
5 4o}
8 357]
E_ 30J4 y
e R R
LEJT0 8  [Soew—" WIS . WO SN . R
[
5 154]
8 %
o 101
w sJA
0

Temperatura de incubacidn iniciat

Gréfica 2.- Experimentos de un cambio de temperatura: de 32°a 27°C y
de 27°a 32°C.
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Entonces, en la tortuga marina L. olivacea el periodo sensible
a la temperatura para la determinacidén de machos abarca a embriones
de la etapas 20 a 23. Cronoldégicamente este periodo puede iniciar
del dia 12 al 28 aproximadamente. A su vez, el periodo sensible a
la temperatura para la determinacién sexual de las hembras incluye
a embriones de las etapas 24 a 26. Aunque también puede ocurrir en
embriones de la etapa 21, siempre gue tengan mas de 20 dias de
incubacién. Cronolégicamente este periodo puede iniciar del dia 20
al 28, aproximadamente. Para la determinacién sexual de las hembras
la edad (tiempo de incubacién) parece ser determinante. En L.
olivacea el periodo sensible conjuhtamente para los machos y las
hembras abarca embriones de las etapas 20 a 26.

En este estudio para caracterizar el grado de desarrollo de
los embriones se utilizaron las claves de Miller ('85), mientras
que en otros estudios para medir el grado de desarrollo se han
empleado las tlaves descritas por ¥Yntema ('68). En vista de estas
diferencias, fue necesario hacer una correspondencia entre las
etapas descritas por Miller ('85) con las etapas de Yntema ('68),
dicha comparacién se presenta en la Tabla 17. Con base en esta
Tabla, se encontrd que el periodo sensible abarca las etapas 13 a
21 de las claves de Yntema ('68) y para compararlo con el periodo
sensible de otras especies se elabord la Tabla 18. El1 periodo
sensible a .la temperatura en L. olivacea es un poco mds amplio
(nueve etapas) que para las otras especies de tortuga, ademas, el
comienzo del periodo es anterior a las otras especies (de una a
tres etapas) y éste mismo finaliza en etapas mds o menos similares
(con diferencia de una o dos etapas). Entonces, el periodo sensible
a la temperatura en L. olivacea coincide de manera general al
descrito para otras especies de tortuga. Por otra parte, en L.
olivacea el periodo sensible a la temperatura abarca
aproximadamente de diez hasta 16 dias. En la tortuga E.
orbicularis, el periodo sensible se extiende de 11 a 12 dias (Pieau
Y Dbrizzi, '81l), a su vez, en la tortuga C. serpentina la duracién
del periodo es de 12 a 15 dias (Yntema, '79). En estas especies, la
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Tabla 17.- Correspondencna entre las
etapas morfoldgicas de Miller ('85) y

las de Yntema (’68).
Etapas de Etapas de

Miller Yntema
16 11+

17y 18 12+

19y 20 13+
21 144
22 15*
23 16*
24 17y 18*
25 19y 20*
26 21*
27 22y23*
28 24*
29 24*
30 25*
31 26*

+= correspondencia realizada en este
estudio. *= comparacidn realizada por
Desvages y col., ("93)

Tabla 18.- Periodos sensibles a la témperatura (PST) para
la determinacicn del sexo en tortugas.

Especies PST PST
Etapas Amplitud

Lepidochelys olivacea 13-21 9
Chelydra ser pentina , 14-19 6
ICaretta caretta 15-20 6
Chrysemys picta 16-20 5
Gra ptemys ouachitensis 16-20 5
Trachemys scripta 16-20 5
Emys orbicularis 16-22 7

Nota: Las etapas estan con base en Yntema (*68)
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amplitud el periodo sensible a la temperatura es parecido. Ademis,
en estas tres tortugas, "la ‘duracién del periodo sensible es
relativamente largo representando de 15 a 20% del desarrollo
embrinario total (Pieau y Dorizzi, '81; ¥Yntema, '79).

En L. olivacea los resultados mostraron que la determinacién
sexual de los machos ocurre antes que la determinacién de la
hembras. Similares hallazgos han sido reportados para las tortugas
E. orbicularis (Pieau y Dorizzi, '81) y G. ouchatensis (Bull y
Vogt, '81). Sin embargo, en otras especies esta situacidén se
presenta a la inversa, es decir, la determinacién sexual en las
hembras es anterior a la de los machos, por ejemplo en la tortuga
marina C. caretta (¥Yntema y Mrosovsky, '82), el geco E. macularius
(Bull, '87) el lagarto A. mississippiensis (Deeming y Ferguson,
'88, '89) y la tortuga T. scripta (Wibbels y col., 9l1a). Para
comparacién de estas especies observar la Tabla 19.

La mayoria de los experimentos de temperatura en L. olivacea,
sugieren que durante el periodo sensible a la temperatura los
embriones deben permanecer en una temperatura por varias etapas de
desarrollo para que la determinacién sexual se alcance. Similares
descubrimientos han sido reportados para las tortugas C. serpentina
(¥ntema, '79) C. caretta (¥Yntema y Mrosovsky, '82), E. orbicularis
(Pieau y Dorizzi, '81) G. ouachitensis (Bull y Vogt, '81). Lo
anterior parece indicar que la temperatura de incubacién ejerce su
efecto en la determinacidén sexual mediante un efecto acumulativo.
Sin embargo, en este estudio resultados de algunos experimentos
indican gue no es necesario permanecer demasiado tiempo en una
temperatura para adquirir el sexo especifico, por ejemplo, pulsos
de tres a seis dias provocan el 100% de machos (Esquema 3, series
3, 11, 15 y 18), a su vez, un pulso de tres dias indujo la eclosidn
de hembras (Esquema 4, serie 15). En C. serpentina ocurre algo
similar, ya que pulsos feminizantes de tres y seis dias provocan el

.desarrollo de algunas hembras y del 100% de hembras,
respectivamente (Yntema, '79). Estos dos hallazgos, pueden indicar
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Tabla 19.- Relacidn cronoldgica entre el perfodo sensible a la temperatura (PST)
el de diferenciacion morfo]o'gica dela gcfnada en algunos reptiles.

Machos Hembras
PST Diferenciacidn PST Diferenciacidn
Especie Etapas [del Testfculgr@a@) Etapas |del Ovario {etapa)
[E- orbicularis 16-21* i 16-22" 19*
T. scripta 16-21* 19-20* 16-19* 19-2Q*
A, mississi ppiensis 28-35 d.i. 34d.i. 14-21 d.i. 47 d.i.
L. olivacea 20-23%* 27** 24-26** 27**
C. serpentina 14-19* ? 14-19* ?
14-16* ? 14-16* ?
E. macularius 33-37+ ? - 32-34+ ?
*Etapas con base en Yntema ("68 d.i.= dias de incubacion
**Etapas con base en Miller ('85) ?=no se conoce

+Etapas con base en Dufaure y Hubert (’61)

que la determinacién sexual no siempre se debe a un efecto
acumulativo de la temperatura de incubacién o tal vez este efecto
acumulativo es relativo, o probablemente exista gran variabilidad
para que ocurra la determinacién sexual, es decir, para inducir un
sexo en algunos embriones se necesita poco tiempo de incubacién,
mientras que para otros embriones se requiera mayor tiempo de
incubacién. Sin embargo, lo que si parece cierto, es que entre mas
tiempo se experimente una temperatura se tiene mayor certeza de
inducir el sexo en algin o algunos embriones, pero no

necesariamente en todos.

Hasta el momento sdlo se hé mencionado el periodo sensible a
la temperatura de manera aislada, es decir, no se ha relacionado
este mismo periodo con el de 1la morfogénesis de la génada. De
acuerdo a lo reportado en Merchant-Larios y col., ('89) y Merchant-
Larios y Villalpando ('90), asi como en observaciones de este
estudio, en L. olivacea la diferenciacidn morfoldégica del ovario es
evidente entre los dias 31 Y 33 de incubacién (etapa 27, Figura
35), a su vez la diferenciacidn del testiculo ocurre a los 45 dias
de incubacién (etapa 27, Figura 36). Con base en lo anterior y al
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hecho de. que el periodo sensible a la temperatura ocurre antes del
dia 30 de incubacidn, parece entonces, que la determiracién sexual
(para machos y hembras) ocurre antes de que suceda 1la
diferenciacién histolégica de 1las génadas. Por tanto, 1la
determinacién sexual de la gbnada (y con ello el periodo sensible
a la temperatura) es un evento previo a 1la diferenciacién
morfolégica de la génada. Entonces, la temperatura de incubacién
comenzaria a actuar en etapas en donde la gdénada esta
morfolbégicamente indiferenciada. Estudios en otras especies han
reportado hallazgos similares (Pieau y Dorizzi, '81; Wibbels y
col., '9la; Demming y Ferguson, '88, '89), Sin embargo, en estas
especies al relacionar el periodo sensible a la temperatura con el
periodo de morfogénesis de la godnada, se observan ciertas
diferencias, Tabla 19. En esta tabla podemos observar que hay un
gradualismo en cuanto al sobrelapamiento entre el periodo sensible
a la temperatura y periodo de morfogénesis de la gbnada. En la
tortuga E. orbicularis la diferenciacién de la gbénada ocurre antes
de que finalice el periodo sensible a la temperatura (Pieau y
Dorizzi, '81), en T. scripta sucede algo parecido pero con un
ligero desfasamiento, ya que poco antes de que termine el periocdo
sensible a la temperatura inicia la diferenciacidén de la gdnada
(Wibbels y col., '91a); en A. mississippiensis hay un ligero
empalme entre los dos periodos del macho (Deming y Ferguson, '88,
'89); en L. olivacea no se presenta sobrelépamiento entre el
periodo sensible a la temperatura y la diferenciacidn histolégica
de ambas génadas. La naturaleza de las anteriores diferencias no se
conoce, pero puede deberse a variaciones interespecificas. Lo que
si parece claro es que la temperatura comienza a actuar en etapas
en donde la génada se encuentra histoldgicamente indiferenciada
(Pieau y Dorizzi,'8l; Bull, '87; Wibbels y col., '91la).
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EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA GONADA AISLADA

En los cultivos de gdénadas aisladas de embriones de
temperatura masculinizante, la temperatura de cultivo influyd
parcialmente en la diferenciacién de la génada, Gréafica 3. La
temperatura masculinizante provocé permanencia de los cordones
medulares, mientras que, la temperatura feminizante indujo que los
cordones medulares se disgregaran. Sin embargo, esta influencia de
la temperatura en la génada aislada, puede considerarse como una
respuesta diferente al normal, ya que este periodo de sensibilidad
se presenta cronolégicamente mucho después del periodo sensible a
la temperatura del embrién. En este estudio, solo se realizaron
cultivos con embriones de las etapas 25 y 26 y para la elaboracidn
de la orafica 3, fue necesario retomar resultados de 1los
experimentos de Merchant-larios y Villalpando ('90). Los autores
encontraron que las gbénadas en cultivo de embriones de la etapa 24
permanecieron indiferenciadas, a su vez, en 1las génadas de
embriones de etapas avanzadas (27 y 30), la temperatura de cultivo
no modificé la diferenciacién sexual.

En los cultivos de gdénadas tomadas de embriones a temperatura
feminizante, el efecto que induce la temperatura de cultivo en la
gbnada aislada depende de la etapa de desarrollo (edad) del
embridén, Grafica 3. En los cultivos realizados con embriones de
etapas tempranas (etapa 22) y avanzadas (etapa 26) la temperatura
de cultivo no influyé en la diferenciacién de la génada. En los
primeros (etapa 22), las gbnadas terminaron el cultivo
indiferenciadas. En los segundos (etapa 26), la gdénada se
diferencié de manera independiente a la temperatura de cultivo. En
cambio, la temperatura de cultivo si tuvo un efecto parcial en la
gbnada aislada de embriones de etapas intermedias (etapas 23 y 25).
En estos cultivos, la temperatura masculinizante provocé en 1la
génada gque los cordones medulares permanecieran, mientras que la
temperatura feminizante indujo en la misma que los cordones
medulares se disociaran. Esta respuesta de la gonada aislada (de
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embriones de las etapas 23 y 25) a la temperatura de cultivo, puede
considerarse fisiol6égicamente normal, ya que coincide
cronolégicamente con el periodo sensible a la temperatura (etapas
24 a 26 temprana), es decir, es cuando la génada es suceptible de
ser influida por la temperatura de incubacién, Grédfica 3.

En los cultivos de gbénadas de embriones de temperatura
feminizante en etapas tempranas (Tabla 11, serie 1) después de 15
dias de cultivo se mantuvieron indiferenciadas. Resultados
similares fueron reportados por Merchant-Larios y Villalpando
('90), en este filtimo estudio, por ejemplo, las génadas aisladas de
embriones de 16 dias de incubacién al término de diez dias de
cultivo permanecieron indiferenciadas. Lo anterior puede deberse a
que las gdénadas iniciaron el cultivo morfolégicamente muy
indiferenciadas y atin durante el cultivo no lograron diferenciarse.

En las gbnadas aisladas de embriones de temperatura
feminizante de etapas avanzadas (Tabla 11, serie 4), la temperatura
de cultivo no influyé en la diferenciacién sexual de la gbdnada,
estos hallazgos también fueron encontrados por Merchant-Larios y
Villalpando ('90), tanto en cultivos con gdénadas aisladas de
embriones esta misma etapa como en cultivos de etapas mas
avanzadas. Lo anterior puede deberse a que cuando las gdnadas
iniciaron el cultivo ya estaban determinadas (como ovarios) y
también a que probablemente algunas gdnadas pudieron entrar al
cultivo incipientemente diferenciadas como ovario. En la Gr&afica 4
se muestran comparativamente los experimentos de cultivos de
gdénadas y el periodo sensible a la temperatura.

Los anteriores resultados indican que la gbnada aislada puede
responder parcialmente a la temperatura en condiciones de cultivo.
Esta respuesta de la gdnada aislada a la temperatura parece ser
parcial en vista de que: a) a nivel de la corteza no se observa
efecto consistente y b) en la regién medular 1la respuesta no es
completa, ya que el grado de influencia de la temperatura en la
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médula es variable. En este estudio el efecto de la temperathra en
la génada se volora de forma descriptiva, para un futuro seria
interesante hacer realizar andlisis cuantitativos del efecto de la
tenperatura en la gbénada. Ademas, esta en duda de si la respuesta
parcial, en parte puede deberse a que cuando las gbénadas iniciaron
el cultivo éstas estaban determinadas como machos o hembras.

Si bien los estudios in vitro, en primera instancia pueden ser
custionables, los resultados obtenidos de este tipo de estudios,
pueden descartar muchas incognitas conociendo sus alcanzes. En la
tortuga L. olivacea, el desarrollo de la génada en cultivo es muy
similar al desarrolloc que ocurre en la génada in ovo (Merchant-
Larios y Villalpando, '90).

EFECTO DEL ESTRADIOL EN LA GONADA

En este estudio se encontrd que en la tortuga marina L.
olivacea, la aplicaci6én de estradiol a embriones de las etapas 17
a 26 (incubados a temperatura masculinizante) indujo feminizacién
de la gbnada. Si bien no se estudid el efecto de esta hormona en
embriones de etapas previas tempranas (16, 15, 14...), el periodo
de feminizacién parece ser muy amplio, Grafica 5. En la Grafica 6,
se compara el periodo de feminizacién por el estradiol (etapas 17
a 26) con el periodo sensible a la temperatura (etapas 20 a 26).
Observamos que el periocdo de feminzacién por el estradiol es mas
amplio que el periodo sensible a la temperatura: inicia antes y
termina después. Esta diferencia entre los dos periodos puede
indicar que se trata de dos procesos diferentes.

Al relacionar el periodo de feminizacién por el estradiol con
el periodo sensible a la temperatura, Grafica 6, podemos sefialar lo
siguiente. Cuando el estradiol se aplicdé a embriones de etapas
tempranas (etapas 17 a 18), la gbénada no estaba determinada por la
temperatura masculinizante (periodo de indeterminacidn sexual de la
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génada), entonces, se puede decir que el estradiol feminizé la
génada mediante induccién, ya que esta misma no estaba determinada
por la temperatura masculinizante. A su vez, cuando el estradiol se
aplicé a embriones de las etapas 24 a 26, la gdnada ya estaba
determinada como testiculo por la temperatura masculinizante (estas
etapas incluyen el periodo de determinacidén total sexual) y sin
embargo, la hormona feminizé la gdénada. Entonces, se puede decir,
gque el estradiol feminizd .la gdnada revirtiendo el sexo determinado
por la temperatura masculinizante. Regresando un poco, cuando el
estradiol se aplicé a embriones de las etapas 20 a 23 (periodo de
predeterminacién sexual), la hormona provocdé feminizacién en 1la
gbénada mediante a) induccién y b) reversién, segiin los embriones
estén o no determinados como machos por la temperatura
masculinizante. En un futuro, seria interesante comparar si son
histoldgicamente semejantes un ovario inducido y un ovario
revertido por la aplicacién de estradiol. Entonces, surge una
pregunta interesante, ¢porque el estradiol es capaz de revertir el
sexo determinadc por la temperatura masculinizante mientras gue la
temperatura feminizante no lo hace?. Lo anterior puede sugerir que
los procesos de determinacién sexual desencadenados por estos dos
factores (temperatura y estradiol) son diferentes.

El estradiol no fue capaz de feminizar la génada de algunos
embriones cuando se aplicé en las etapas 25-26 y 26. Lo anterior
puede deberse a que en estos embriones se activaron previamente
eventos morfogenéticos que provocaran la diferenciacidn morfolégica
del testiculo, es decir, el estradiol no feminizé la gdénada porque
en ésta se activaron genes relacionados con la diferenciacién del
testiculo. A su vez, el estradiol no feminizé la génada de
embriones de la etapa 27 porque lo gbénada empezd a diferenciarse
histoldgicamente como testiculo. oOtros estudios, también han
encontrado que el estradiol no feminiza la génada si se aplica a
embriones de etapas avanzadas (GuzKke y Chymiy, '88 y Wibbels y col.
'91b) .
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Este estudio encontré gque 1la aplicacién de estradiol a
embriones (de etapas 17 a 26) de L. olivacea indujo feminizacién de
la gbénada. La feminizacién gonadal inducida por esta hormona se ha
reportado en las tortugas T. graeca (Pieau, '70), E. orbicularis
(Pieau, '74), C. picta y C. serpentina (Gutzke y Bull, '86; Crews
y col., '89; Wibbels y Crews, '92), T. spiniferus, el lagarto A.
mississippiensis y el geco E. macularius (Bull y col., '88). La
feminizacién se ha logrado en reptiles con D8DT, asi como en
especies con DBG (Raynaud y Pieau, '85; Bull y col., '88). Cabe
resaltar que este estudio, es el primero en donde se investiga el
efecto feminizante del estradiol en una tortuga marina como es L.
olivacea. Ademds, la feminizacién de la gdnada inducida por el
estradiol reguiere la participacién del receptor especifico, que
para L. olivacea se ha demostrado su presencia en el complejo
gbnada-mesonefros (Salame-Méndez, '92).

En forma mas especifica, el estradiol provocdé en la goénada
inhibicién del crecimiento medular (incluidos cordones medulares y
tejido estromatico) y desarrollo del epitelio germinal. Estos
hallazgos, confirman lo reportado por Pieau ('70 y '74) y Dorizzi
y col., ('91). Parece entonces que, el estradiol tiene un efecto
opuesto en estos dos componentes de la gbénada: inhibe el desarrollo
de la médula mientras que estimula o mantiene el crecimiento de 1la
corteza (Dorizzi y col., '91).

Dos estudios han reportado que el periodo sensible de
feminizacién por la aplicacién exdgena de estradiol coincide con el
periodo sensible a la temperatura de incubacién (Gutzke y Chymiy,
'88; Wibbels y col., '91b). Como ya se menciond, QUe en L. olivacea
estos dos periodos no coinciden estrictamente, el periodo de
feminizacién por estradiol es mucho mas amplio que el periodo
sensible a la temperatura. Estas diferencias pueden deberse a que
son procesos Y/o especies diferentes.
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Mediante an&lisis morfométrico y estadistico se encontrdé que
en L. olivacea los ovarios inducidos por la aplicacién de estradiol
son nas pequefios que los provocados por la temperatura de
incubacién feminizante. De igual forma, otros reportes han sefialado
que la administracién de estradiol induce el desarrollo de ovarios
de tamafio reducido (Raynaud y Pieau,'85; Dorizzi y col., '91;
Wibbels y col., '93). Sin embargo, el presente estudio muestra que
la disminucién del volumen de los ovarios tratados con estradiol,
es consecuencia de la reduccién en las dos regiones que conforman
la gdénada: la corteza y la médula. Sin embargo, de estas dos
regiones la regidén medular resultd ser mayormente inhibida. De
igual forma, Dorizzi y col., ('91), mencionan que la disminucién en
el volumen del ovario es provocada por la ausencia de cordones
sexuales en la médula. También, puede ser posible que el estradiol
al inhibir de manera importante el crecimiento de la mé&édula tenga
como consecuencia menor desarrollo la corteza y por lo tanto el
ovario (como un todo) alcance un tamafio comparativamente menor.
Aungque se ha observado y demostrado que el estradiol exégeno induce
ovarios de tamafio reducido, la causa de éste hecho no se conoce.
Respecto a lo anterior, Wibbels y col., ('93,) han observado que al
aplicar menor dosis de estradiol se produceh ovarios de longitud
normal. Para comprobar si lo anterior ocurre en L. olivacea, es
necesario realizar experimentos empleando dosis menores a la
utilizadas en este trabajo.

Los ovarios inducidos por la temperatura feminizante y los
ovarios inducidos por la aplicacién de estradiol, parecen ser
diferentes entre si cuantitativa y cualitativamente. Lo anterior
puede sugerir gqgue los procesos implicados para el desarrollo de
cada ovario pueden ser diferentes o también, puede ser probable que
las diferencias se deban a que la feminizacién es forzada por 1la
aplicacién exdgena de estradiol o tal vez, .sea un efecto de 1la
dosis administrada (es decir, de una dosis elevada).
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Se conoce que la aplicacién de esteroides sexuales durante
estadios embrionarios puede causar reversidén sexual funcional en
peces y anfibios (Takahashi, '75; Ddler, '86). Estudios de este
tipo en reptiles son escasos, probablemente por la misma biologia
de este grupo. No obstante 1lo anteridr, en este trabajo, 1la
feminizacién inducida en L. olivacea por el estradiol permanecid
por lo menos durante un periodo de nueve meses posteclosién y
ademdas, en algunos de estos ovarios se detecté la presencia de
foliculos en desarrollo. En otro estudio, Bull y col., ('88)
encontraron que la feminizacién inducida por el estradiol persistid
dQurante los primeros 10 meses de vida. Otra estudio sefiala que las
hembras (del geco E. macularius) obtenidas por la aplicacidén de
estradiol pueden desarrollarse como individuos fértiles (Wibbels y
col., '91b). Faltan estudios por realizar para conocer si en los
reptiles las hembras obtenidas por la aplicacién de estradiol son
fértiles y a su vez, si éstas producen descendencia fértil.

En los experimentos de exposicidn de estradiol en la gdnada
aislada, se empled una dosis de 1 ug de estradiol por ml de medio,
en el laboratorio previamente se realizaron ensayos y sin embargo,
el estradiol no provocd efecto consistente en la gdnada. Para
descartar si las dosis elevadas son la causa de que la hormona no
influye en la diferenciacién de la gdénada, en estudios futuros se
recomienda utilizar dosis mds cercanas a 1las concentraciones

fisioldgicas.

Este es el primer estudio en donde se investiga el efecto del
estradiol en condiciones de la génada aislada. Se menciondé, que el
estradiol no parece inducir clara feminizacién en 1la gdénada
aislada, s6lo provocd un efecto parcial a nivel de la médula,
mientras que a nivel de la corteza la hormona no indujo efecto
visible. El hecho de que el estradiol no fue capaz de feminizar la
gbénada aislada puede ser explicado por lo siguiente: a) Sabemos que
en L. olivacea el estradiol feminiza la génada in ovo, sin embargo,
no se conoce si el agente feminizante es directamente el estradiol
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o s8i es algtn metabolito de é&ste, resultado de alguna
biotransformacidén en algfin 6rgano del embrién (higado, cerebro u
otro tejido). Si este es el caso, entonces esto explica porque el
estradiol no feminizé la gbrnada aislada, ya que quién dispara la
feminizacién es un metabolito que en condiciones de cultivo no se
produce, b) Probablemente la feminizacién de la génada por el
estradiol necesita la participacién del sistema nervioso central,
entonces, el estradiol por si solo no fue capaz de feminizar 1la
gbénada aislada. En este trabajo, se observé que el estradiol
feminizé la génada in ovo, probablemente con la intervencién del
sistema nervioso central. Otros hallazgos pueden sugerir la
participacién del sistema nervioso en la determinacién del sexo de
la gdénada. En L. olivacea, se ha detectado la presencia de
terminaciones nerviosas en las gdnadas embrionarias (Merchant-
Larios y col., '89), ademds, la temperatura de cultivo no afecta la
diferenciacién de la gb6nada aislada (Merchant-Larios y Villalpando,
'90). Un estudio en la tortuga T. scripta encontré que el efecto
del estradiol producido en la gdénada puede ser indirecto mediante
la participacién del mesonefros y/o gladndulas adrenales (Gahr y
col., '92). Asi también, White y Thomas ('92b), encontraron que las
gbnadas aisladas de embriones no respondieron al estimulo de
gonadotropinas ex6dgenas, mientras que el mesonefros y las
interrenales si respondieron liberando esteroides al medio de
cultivo. Este udltimo hallazgo apoya la hipétesis de dque 1la
informacién a la gdnada le puede llegar de manera indirecta.
Entonces, los Gltimos hechos pueden sugerir la participacién del
sistema nervioso central.

Por otro lado, algunos estudios han sugerido gque los
estrégenos pueden participar en el proceso de determinacién sexual
natural de la gbnada y se han encontrando 1las siguientes
evidencias: a) La aplicacién de estradiol a embriones incubados a
temperatura masculinizante induce feminizacién de la génada (Pieau,
*70, '74; Raynaud y Pieau, '85; Gutzke y Bull, '86; Bull y col.,
'88; Crews y col., '89, '91; Wibbels’y Crews}"92), b) En algunas
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especies el periodo embrionario de sensibilidad al estradiol
ex6geno parece corresponder con el periodo sensible a la
temperatura (Gutzke y Chymiy, '88; Wibbels y col., '91b), c) 1la
temperatura feminizante y el estradiol actian de manera sinérgica
en la determinacidn sexual de la gbnada (Wibbels y col., '91b), 4)
los cambios morfoldgicos inducidos en la génada por la aplicacién
de estrégenos son similares a los cambios provocados en la gdnada
por la temperatura feminizante (Wibbels y col., '93). Ademas, en
las tortugas E. orbicularis y D. coriacea, se ha encontrado que
durante el periodo sensible a 1la tempefatura, el contenido de
estrégenos es mayor en las génadas incubadas a temperatura
feminizante que en las gbénadas incubadas a temperatura
masculinizante (Dorizzi y col., '91; Desvages y col., '93). Asi
también, para estas mismas especies y durante el mismo periodo
sensible, la actividad de las aromatasas (P-450) se incrementa
mayormente en los ovarios embrionarios respecto de los testiculos
(Desvages y Pieau, '92a y b; Desvages y col., '93).

Los anteriores hallazgos no se pueden generalizar a otras
especies. En la tortuga 7. scripta, no se detectaron diferentes
concentraciones de esteroides en suero de los dos sexos (White y
Thomas, '92c), tampoco se identificaron sitios especificos de
incorporacién de estradiol en la gbénada (Gahr y col., '92), 1la
‘actividad esteroidogénica en la génada es pridcticamente nula (White
y Thomas, '92a) y ademds, la secrecibén de hormonas no se incrementa
con el estimulo de gonadotropinas (White y Thomas, '92b). Adenas,
en este estudio, en condiciones de génada aislada, la temperatura
y el estradiol no fueron capaces de induci¥ completamente el efecto
biolégico gue ambos factores desarrollan en condiciones de 1la
gbénada in vivo. Es decir, solos la temperatura y el estradiol no
fueron capaces de provocar los efectos bioldgicos conocidos.
Conjuntamente, los presentes resultados dan elementos que parecen
apoyar la hipétesis de que se requiere de algin factor o factores
extragonadales que median el efecto de la temperatura para‘ la
diferenciacién sexual en L. olivacea.
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- CONCLUSIONES

De acuerdo con los objetivos planteados se llegaron' a las
siguientes conclusiones: )

1).- En los embriones de la tortuga marina Lepidochelys olivacea,
el periodo sensible a la temperatura para la determinacién sexual
de la g6nada se ubica entre las etapas 20 a 26 (con base en las
claves de Miller, '85). Este mismo periodo expresado en términos de
edad ocurre entre los dias 12 al 30.

2).- En las gbnadas aisladas la temperatura de cultivo actida
parcialmente en la médula. Esto es, la temperatura masculinizante
mantiene los cordones medulares, en tanto que la feminizante induce
la regresién de los mismos.

3) .~ El estradiol feminiza la gbénada cuando se aplica a embriones
de etapas tempranas del desarrollo (17 a 25). Sin embargo, esta
feminizacidén parece ser diferente a la inducida por la incubacién
a temperatura feminizante. A la eclosién, los ovarios de 1las
tortugas tratadas con estradiol son muy pequefios. Sin embargo, a
los nueve meses parecen desarrollar foliculos normales.

4) .-E1 estradiol no provocd feminizacidn en la gdnada aislada
mantenida en cultivo de érganos.
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