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l. RESUMEN GENERAL

La tortuga marina Lepidochelys (L.) olivacea, conocida como tortuga golfina, tiene
como principales sitios de anidacién en México, los estados de Michoacan y Oaxaca
(Benabib y Cruz, 1981). En la ultima lista roja de la UICN “Unién Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza”; en las listas de los Apéndices | y Il de la Convencion
sobre la Conservacion de las Especies Migratorias de Animales Silvestres “CMS, por
sus siglas en inglés, referida también como Convencidon de Bonn”, en el Apéndice | de
la Convencidn sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y
Flora Silvestres, CITES y en la NOM-59-SEMARNAT-2010 estéa categorizada como
especie en peligro de extincién para México. Ante dicha situacién, se han creado
programas de conservacion con la finalidad de recuperar sus poblaciones (Eckert et
al., 2000; Marquez, 2000; Romero, 2004), estos dependen en gran medida del éxito
de la incubacién de los huevos. Una de las estrategias que se han implementado es la
creacion de viveros, en los cuales los huevos recién ovopositados son trasladados
para ser resguardados hasta su eclosion. Este proceso, que implica la manipulacién,
la rotacion o la vibracion durante el traslado, puede afectar el desarrollo del organismo
de manera negativa (Limpus et al., 1979; Sénmez et al., 2011).

Por otro lado, se ha demostrado que factores relacionados con la incubaciéon en nidos
de vivero o artificiales pueden provocar estrés durante el desarrollo embrionario,
debido a que la arquitectura del nido artificial dista mucho de la del nido natural,
principalmente por el incremento de la compactacion de la arena que provoca estrés
mecanico, aumenta la temperatura y propicia una baja disponibilidad de oxigeno para
los neonatos dentro de los nidos (Baldwin et al., 1989; Chacén et al., 2007). Estudios
en mamiferos, han demostrado que la exposicion crénica al estrés prenatal afecta el
éxito del nacimiento, asi como la anatomia y el ensamble de los circuitos neuronales
en diversas regiones cerebrales (Morales-Medina et al., 2009) con lo cual hay un déficit
en la expresién de ciertas conductas y alta predisposicion a patologias (Stewart et al.,
2005). En el caso de las tortugas marinas, se demostrd que las crias de L. olivacea

eclosionadas de nidos artificiales presentan alteraciones en la citoarquitectura del



hipotadlamo, la corteza dorso medial (Cdm) y la amigdala, asi como un incremento en

los niveles de corticosterona (Herrera-Vargas et al., 2017).

La exposicion a estrés prenatal no solo perturba las capacidades sexuales y/o
reproductivas (Sapolsky et al., 1996, Denardo y Licht, 1993; Greenberg, 2002; Kapoor
y Matthews, 2008), sino también promueve efectos neurobioldégicos negativos

(Weinstock, 1997), como la disminucién de la neurogénesis (Lemaire et al., 2000).

Dado lo anterior, surge nuestra hipétesis, que plantea que el estrés cronico en L.
olivacea causado por la incubacién artificial inducirda una disminucién en el numero de
células nuevas en la corteza dorso medial (Cdm) y medial (Cm), asi como a una
disminucion de células progenitoras en la zona ventricular (ZV), que son las principales
areas neurogénicas en estos organismos. En caso de comprobar el efecto negativo en
el proceso de neurogénesis en embriones de L. olivacea, debido a la reubicacién de
los nidos, este estudio aportaria elementos de gran peso para hacer un llamado al
replanteamiento de las medidas de conservacién no solo de la especie L. olivacea,

sino de todas las especies de tortugas marinas del mundo.

Palabras claves: Lepidochelys olivacea, neurogénesis, viveros.



Il SUMMARY

The sea turtle Lepidochelys (L.) olivacea, known as olive ridley turtle, has as its main
nesting sites in Mexico, the states of Michoacan and Oaxaca (Benabib and Cruz, 1981).
In the latest red list of the IUCN (International Union for Conservation of Nature), in the
lists of Appendices | and Il of the Convention on the Conservation of Migratory Species
of Wild Animals (CMS, also referred to as the Bonn Convention), in Appendix | of the
Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora
(CITES), and in NOM-59-SEMARNAT-2010, it is categorized as an endangered
species in Mexico. In view of this situation, conservation programs have been created
in order to recover their populations (Eckert et al., 2000; Marquez, 2000; Romero,
2004), which depend to a great extent on the success of egg incubation. One of the
strategies that have been implemented is the creation of hatcheries, where the recently
ovoposited eggs are transferred to be kept until hatching. This process, which involves
handling, rotation or vibration during transfer, can negatively affect the development of
the organism (Limpus et al., 1979; Sénmez et al., 2011).

On the other hand, it has been shown that factors related to incubation in hatchery or
artificial nests can cause stress during embryonic development, because the
architecture of the artificial nest is far from that of the natural nest, mainly due to the
increased compaction of the sand that causes mechanical stress, increases the
temperature and favors a low availability of oxygen for the hatchlings inside the nests
(Baldwin et al., 1989; Chacdn et al., 2007). Studies in mammals have shown that
chronic exposure to prenatal stress affects birth success, as well as the anatomy and
assembly of neuronal circuits in various brain regions (Morales-Medina et al., 2009),
resulting in a deficit in the expression of certain behaviors and a high predisposition to
pathologies (Stewart et al, 2005). In the case of sea turtles, it was shown that
hatchlings of L. olivacea hatched from artificial nests present alterations in the
cytoarchitecture of the hypothalamus, dorsomedial cortex (DMC) and amygdala, as
well as an increase in corticosterone levels (Herrera-Vargas et al., 2017).

Prenatal stress exposure not only disrupts sexual and/or reproductive abilities
(Sapolsky et al., 1996, Denardo and Lighr, 1993; Greenberg, 2002; Kapoor and



Matthews, 2008), but also promotes negative neurobiological effects (Weinstock,

1997), such as decreased neurogenesis (Lemaire et al., 2000).

Given the above, we hypothesize that chronic stress in L. olivacea caused by artificial
incubation will induce a decrease in the number of new cells in the dorsomedial (Cdm)
and medial (Cm) cortex, as well as a decrease of progenitor cells in the ventricular zone
(VZ), which are the main neurogenic areas in these organisms. If the negative effect
on the process of neurogenesis in L. olivacea embryos due to the relocation of nests is
proven, this study would provide important elements to call for a rethinking of
conservation measures not only for the species L. olivacea, but for all sea turtle species

in the world.

Keywords: Lepidochelys olivacea, neurogenesis, nurseries



lll.  INTRODUCCION GENERAL

Las tortugas marinas son especies longevas que se distribuyen en una gran area,
ocupando varios habitats durante toda su vida, muchas especies migran grandes
distancias para su reproduccion y alimentacién (Wallace et al., 2010). Las nidadas
permanecen en incubacién de 45 a 60 dias dependiendo la especie. Durante ese
periodo, las tortugas marinas tienen una gran variedad de amenazas, por lo que se
deben identificar las playas de anidacion para promover su conservacion y optimizar

su efectividad.

Hasta el siglo XIX, las tortugas marinas fueron muy abundantes, con una distribucién
en océanos templados y tropicales. En la actualidad sus poblaciones se encuentran
muy reducidas ya que enfrentan diversas problematicas como la pesca excesiva o
incidental, el comercio ilicito, el saqueo de sus huevos, la captura y el consumo de las
hembras anidadoras, la degradacion de habitat (UICN/CSE, 1995).

Las tortugas marinas son importantes biolégicamente porque forman parte de las
cadenas alimenticias, tanto en las playas como en los habitats costeros. Incluso
existen estudios que demuestran que sus huevos o cascarones ayudan al
mantenimiento de las raices de algunas gramineas y en la estabilidad de las dunas
costeras (Bjorndal y Jackson, 2002). Conocer sobre el ciclo de vida de estos

organismos es necesario para determinar programas de conservacion.

La vida de las tortugas marinas comienza con la puesta de los huevos dentro de los
nidos que las madres construyen en la arena (Abreu et al., 2016; Fig. 1). La incubacion
ocurre sin ningun cuidado parental y el éxito de la eclosién depende en gran medida
de factores externos como la temperatura, la humedad, las marejadas, etc. En este
sentido, la humedad y la temperatura son dos de los pardmetros ambientales mas
importantes para que la incubacién sea viable. La temperatura debe tener un rango de
entre 24-25°C y 34- 35°C (Ackerman, 1997), el sexo de las tortugas marinas es
definido por la temperatura durante la incubacion, a este lapso de tiempo se le llama
“periodo termosensible” (PTS). Si los huevos de una tortuga se incuban por debajo de
27.7 ° G, las tortugas recién nacidas seran machos; sin embargo, si los se huevos

incuban por encima de 31° C, las crias seran femeninas. Por otro lado, la temperatura



del PTS a la cual se obtiene una proporcion del 50% de los sexos se le conoce como
“temperatura pivote” y generalmente es de 29°C; si la temperatura es mayor durante
el PTS la proporcion de hembras sera mayor y la proporcién de machos serda mayor

cuando estéa por debajo (Mrosovsky, 1994).

Al concluir el periodo embrionario, las crias rompen el cascaron (eclosionan),
usualmente emergen simultdneamente de la arena por la tarde o en las primeras horas
de la noche, lo cual es una estrategia que les permite evadir a los depredadores
diurnos y evitar altas temperaturas ambientales que les provocarian insolacion,
deshidratacion e incluso la muerte; una vez emergidas se dirigen hacia el mar
(Mrosovsky y Kingsmill, 1985) (Fig. 1), orientadas por diferentes senales como el brillo
de la luna, el sonido de las olas y la pendiente de la playa, entre otros (Van Rhijn y
Gorkom, 1983).

Existe la hip6tesis de que, durante el transcurso de la emergencia del nido y la llegada
al mar, las criasimprimen en su memoria (impronta) un conjunto de observaciones que
les permiten construir un mapa magneético innato con el que reconoceran el sitio de
nacimiento, y regresaran a la misma playa una vez alcanzada la edad reproductiva
(Brothers y Lohmann, 2015). Al terminar la temporada de copula, las hembras
contindian con el proceso reproductivo, mientras que los machos regresan a sus sitios

de alimentacién o permanecen a las cercanias (Jeffrey, 1997; Fig 1).

La construccién del nido depende de la especie (Fig. 1). La profundidad del nido (35-
70cm), por ejemplo, depende de las dimensiones de las aletas traseras. El tamaro del
grano de la arena es otra variable que la tortuga marina tiene en cuenta en el momento
de la seleccion del sitio para anidar. Marquez-Garcia (2010), demostré que la tortuga
carey prefiere arenas medias (0.25m) para la anidacién, mientras que la tortuga
caguama prefiere arenas muy gruesas (1mm) (Foley et al., 2006).
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Fig. 1 Esquema representativo de las nueve fases del ciclo de vida de la tortuga
marina. (1) huevos (incubacion), (2) crias (eclosién), (3) dispersion de crias en mar
abierto, (4) migracién de tortugas juveniles, (5) maduracién sexual de pre-adultos, (6)
migracion reproductiva, (7) cortejo y copula, (8) resguardo y descanso entre periodos
de desove por las hembras durante la temporada de anidacién, (9) anidacion y retorno
de las hembras (modificado de la Convencion Interamericana para la Proteccion y
Conservacion de las Tortugas Marinas (www. lacseaturtle.org).

Uno de los retos mas importantes a los que se enfrentan las tortugas marinas es el
calentamiento global. Este afecta las temperaturas de la arena, elevandolas por
encima de los valores de viabilidad y provocando la muerte de los embriones (Saba et
al., 2012). Los efectos del calentamiento global sobre las tortugas marinas podrian:
reducir el desempefo locomotor de las crias e incluso llevarlas a la muerte (Booth y
Evans, 2011), asi como, favorecer la produccién de hembras, afectando la capacidad
de reproducirse por la feminizacion completa de la poblaciéon (Poloczanska et al.,
2009).

La tortuga golfina es la especie mas pequefa de la familia Cheloniidae. Presenta un
caparazon de forma casi circular, con una longitud de 67.6 cm hasta 78 cm
aproximadamente y su ancho representa el 90% de su largo (Marquez et al.,1976) (Fig.
2).



Fig. 2 Esquema de la tortuga golfina L. olivacea, Eschscholtz, 1829 (Tomado de
Marquez, 1996)

La Conservacién sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Flora
y Fauna (CITES) enlista a L. olivacea en su Apéndice | como especie en peligro de
extincion. Una de las medidas de conservacion que ha sido probada en L. olivacea es
la proteccion de los nidos, que consiste en remover los nidos naturales (NN) a sitios
seguros para su proteccién. Para Eckert y colaboradores (2000), la finalidad de los
planes de conservacién para la tortuga marina como la instauracién de los viveros o
nidos artificiales (NH), es promover la sobrevivencia de las poblaciones y la seguridad
de los habitats a largo plazo.

Sin embargo, se ha reportado que el traslado y el manejo de huevos de NN a los NH
puede ocasionar un menor éxito de eclosion y una alteracion del sexo de las crias
(Pritchard, 1995). De acuerdo con Miller (1985) una vez que la tortuga coloca los
huevos sobre la arena en pocas horas (de 4 a 8 hrs, dependiendo la temperatura del
nido) se reanuda el desarrollo de los embriones. El traslado (movimiento) de los
huevos a los viveros puede provocar un rompimiento de la membrana vitelina dando

como resultado la muerte del embrion.

Bustard y Greenham (1968) demostraron que la humedad es otro factor para mantener
la temperatura de los nidos, y que es importante que se mantengan valores 6ptimos
para el equilibrio osmoético de los huevos para un buen desarrollo embrionario. Con
base en estos estudios es importante tener cuidado con los efectos que podrian tener
las técnicas de conservacion para la especie, como es la reubicacion de huevos de

NN a NH, ya que podria existir un cambio en la temperatura del nido (Mortimer, 1990).



Recordemos que una vez que las tortugas alcanzan su madurez sexual se reproducen
cerca de los sitios de nacimiento (FitzSimmons et al, 1997). Existen diversos
experimentos que han indicado que los animales son capaces de hacer mapas

internos o mentales para su navegacion (Tolman, 1948).

Un evento importante dentro del area de las neurociencias fue el descubrir que el
hipocampo esta relacionado con los mapas cognitivos (O’Keefe y Dostrovsky, 1971;
Taube et al., 1990; Hafting et al., 2005). Al mismo tiempo, el hipocampo, claramente
mas que actuar como un GPS interno, desempefia un papel vital en una variedad de
funciones, incluyendo la formacioén de la memoria (Scoville y Milner, 1957).

En mamiferos el giro dentado (GD) se desarrolla en un 80% durante las primeras
semanas postnatales con la migracion de las células progenitoras neurales (CPN)
(Altman y Bayer, 1990; Fig. 3). Al final del desarrollo embrionario, los neuroblastos
migran desde la matriz secundaria hacia el primordio del giro dentado, alineandose
para formar la capa glomerular (CGL) externa (Fig. 3A). Aproximadamente al dia 20
postnatal las CPN se concentran en la zona subgranular (ZSG) donde continuaran
generando neuronas nuevas durante toda la vida del individuo (Fig. 3C) (Altman y
Bayer, 1990; Kempermann et al., 2003), disminuyendo drasticamente la neurogénesis
durante la vejez (Lubbers et al., 1985).

A. Embrién B. Postnatal temprano C. Adulto

Neuroepitelio 2da Migracion tangencial B GCL externa
1™ Migracion tangencial &« Matriz dentada terciaria GCL interna
Matriz dentada secundaria 4  Migracion radial M SGZ

Fig. 3 Esquema del desarrollo del hipocampo, donde se representa el giro dentado.
Las lineas punteadas representan la futura capa glomerular (CGL). La CGL externa es



la primera en formarse. (A) Disefio de un corte coronal de un embrién. (B) Disefo del
cerebro de la etapa postnatal temprana de un mamifero y (C) Representacion de un
corte del hipocampo de un mamifero adulto (Modificado de Piatti et al., 2006).

La evidencia anatomica y del desarrollo sugiere que la corteza mas medial de los
reptiles es homologa al hipocampo de los mamiferos (Striedter, 2016; Medina et al.,
2017). Algunos estudios han demostrado que las cortezas mediales de la tortugay del
lagarto expresan la transcripcidon pan-hipocampal de mamiferos como el factor
ZBTB20 (Fig. 6A). No se sabe con claridad si el GD del hipocampo, CA3, CA2 y CA1
estan presentes en reptiles y aves. Sin embargo, se han descrito diferentes factores
de transcripcion en el GD y CA: en tortuga, PROX1 y MEF2C (especificos de las
células granulares del DG de ratén) se han expresado en la corteza medial y ETV1,
MEIS2, y LMO4 marcando la corteza dorsomedial (Fig. 4A). La expresién de estos
genes en las cortezas mediales de tortugas y lagartos sugiere la existencia de GD y
de tipos neuronales similares a CA en reptiles (Habib et al., 2016). Por lo tanto, las
células granulares del GD son conservadas en mamiferosy reptiles (Shen, 1986).

287820 PAOX1! ETVI COCH SOX5

Fig. 4 Arquitectura molecular del hipocampo en un reptil. (A) Expresién de marcadores
hipocampales en tortuga en la corteza medial (CM) y dorsomedial (CDM). Las puntas
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de flecha indican los limites entre GD, CA3 y CA1 (comparado con el esquema de la
derecha). D, dorsal; V, ventral; M, medial; L, lateral. (B) Correlaciones por pares de
tortuga-lagarto (arriba) y tortuga y ratén (abajo). Los puntos indican una correlacién
estadistica. En el lagarto, las cortezas mediales ZBTB20 + ETV1 + son denominados
CDM y C1 en la literatura clasica, pero corresponden en las tortugas a CDM. (C) A la
izquierda se indica la expresion de los marcadores del hipocampo de mamiferos en
celdas individuales de tortuga (columnas, ordenadas por grupo) y a la derecha, la
expresion de los mismos marcadores en raton. Barras de escala, 200 mm. (Tomado
de Tosches et al., 2018)

Otra estructura que se conserva son los ventriculos, los cuales se forman a partir de
uniones plegadas del ectodermo durante el desarrollo embrionario, la capa de células
qgue rodea los ventriculos se denomina zona ventricular (ZV) (Fig. 5). La ZV consiste
en una columna de epitelio pseudoestratificado de células proliferativas; las células
que se originan en la ZV migran tanto radial como tangencialmente para llegar a su
destino final (Nadarajah et al., 2001; Fig. 5). Un numero considerable de estudios ha
demostrado que existe neurogénesis en vertebrados no mamiferos como el pez
(Raymond y Easter, 1983), anfibios (Richter y Kranz, 1981), aves (Nottebohm, 1989)
y reptiles (Lopez-Garcia et al., 1988).

Fig. 5 Imagen del cerebro del reptil. (A) Esquema representativo del cerebro de un
reptil. (B) Corte coronal del cerebro de un reptil, las flechas indican el ventriculo lateral
donde la neurogénesis inicia (modificado de Garcia-Verdugo et al., 2002).
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El cerebro es tan plastico que es capaz de presentar cambios, ya sean estructurales o
funcionales a nivel del sistema nervioso, ocurriendo durante la maduracién, el
aprendizaje, cambios ambientales y patolégicos como la epilepsia y la isquemia (Lledo
et al., 2006). En la década de 1960, Altman y colaboradores sugirieron que pueden
nacer nuevas neuronas en el cerebro de los mamiferos adultos, tras estos estudios
pioneros, los mecanismos de la neurogénesis adulta se han estudiado ampliamente
durante décadas. Ahora se acepta que las nuevas neuronas se producen después del
nacimiento en dos regiones del cerebro: la ZV y la zona subventricular (SVZ), ubicada
en las paredes de los ventriculos laterales, y la zona subgranular (SGZ) en el giro
dentado de el hipocampo (Fig. 6). En estos dos nichos neurogénicos, se producen
nuevas neuronas a partir de progenitores o células madre neurales (NSC) (Ming and
Song, 2011; Cameron y Gass, 2015; Fig. 6).

El proceso de neurogénesis esta regulado por el comportamiento, la experiencia y el
estado emocional/biolégico del individuo; este proceso se da en respuesta a senales
fisiologicas y ambientales proporcionando plasticidad en los circuitos del hipocampo
también llamada plasticidad hipocampal (Rosenzweig et al., 1962; Tomohisa y Gage,
2018; Fig. 6). Se ha demostrado que un entorno enriquecido induce cambios
estructurales y funcionales en el cerebro (Fiala et al., 2002; Bartoletti et al., 2004), la
exposicion a un ambiente enriquecido aumenta significativamente el numero de células
recién nacidas y el volumen de la capa de células granulares mejorando la velocidad
de aprendizaje espacial (Kempermann et al., 1997). Sin embargo, sigue sin estar claro
como el enriquecimiento ambiental puede aumentar el nimero de células. Una
posibilidad es, que las sefiales ambientales puedan cambiar la actividad de la red
neuronal en el hipocampo que modula las entradas sinapticas en las neuronas
inmaduras, asi como la regulacion epigenética. Por el contrario, el estrés y el
envejecimiento disminuyen el nimero de neuronas adultas (Kuhn et al.,1996; Gould et
al., 1997; Cameron y McKay, 1999)
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Fig. 6. Circuitos neuronales en el hipocampo. Células madre neurales adultas en el
hipocampo (células radiales tipo glia tipo 1) y su diferenciacién en la SGZ del GD con
el factor de transcripcion especifico del tipo de célula. (Tomado de Tomohisa y Gage,
2017).

Se sabe que el estrés cronico o agudo puede ocasionar alteraciones en ciertos
sistemas metabdlicos, lo que produce una disminucidon en la neurogénesis y en la
plasticidad neuronal (Abush y Akirav, 2013). El fildsofo Walter Cannon fue quien por
primera vez utilizé el término de estrés en 1914 (Cannon, 1914), describiéndolo como

“una respuesta adaptativa del organismo ante una situacién adversa”.

La respuesta fisiologica a estrés de los organismos es un proceso evolutivamente
conservado, tiene la finalidad de generar una respuesta inmediata o anticipada frente
a una situacién de estrés lo cual implica la activacion de dos sistemas fundamentales:
1) la activacion inmediata del sistema nervioso auténomo simpatico, que actua
incrementando los niveles plasméaticos de adrenalina y noradrenalina que permiten la
movilizacion de energia, ademas de un aumento de la frecuencia cardiaca y de la
presion arterial y 2) la activacién del eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal (HPA, por sus
siglas en inglés), que es de respuesta mas lenta y culmina con la liberacion de

13



glucocorticoides (GC) (Myers et al., 2012, 2014; McEwen et al., 2015; McKlveen et al.,
2015; Schwabe et al., 2012). El estrés activa una respuesta neuroendocrina a través
del eje HPA con el fin de restablecer la homeostasis del organismo. Si esta activacién
del eje es pasajera, se considera como un fenémeno agudo (Selye, 1936). Sin
embargo, cuando el estimulo es persistente y la actividad del eje HPA se mantiene en

el tiempo, se considera como un estrés cronico (Graeff, 2011).

Como respuesta, el eje HPA reacciona ante esta situacién, las neuronas
neurosecretoras que se encuentran en el nucleo paraventricular del hipotalamo
sintetizan el factor liberador de corticotropina (CRF) que actua sobre el I6bulo anterior
de la hipdfisis también llamada adenohipéfisis, para estimular la liberacién de la
hormona adrenocorticotropa (ACTH) (Frandson y Spurgeon, 1995). La ACTH se libera
al torrente sanguineo uniéndose a sus receptores en las células adrenocorticales para

aumentar la biosintesis de los corticoides (Denver, 2009; Fig.7).

La accién de los GC a corto plazo es beneficiosa para los organismos por sus efectos
sobre la respuesta adaptativa al estrés, favoreciendo su supervivencia. Sin embargo,
la exposicion prolongada a estas hormonas puede causar diversas alteraciones
conductuales y cognitivas, ademas de patologias relacionadas con el sistema
inmunoldgico y patologias psiquiatricas como la esquizofrenia, la depresion o
trastornos de ansiedad (Sapolsky et al., 2000; McEwen, 2008; Pitman et al., 2012). Es
por ello que la secrecién de GC esta altamente regulada.
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Fig. 7 Representacién esquematica de la regulacion del eje hipotalamo-hipéfisis-
adrenal en respuesta a un estresor. Durante una situacion de estrés, la amigdala activa
al hipotalamo (PVH) que libera CRH y en la hipéfisis estimula la sintesis y la liberacion
de ACTH al torrente circulatorio, llegando a las glandulas adrenales e induciendo la
sintesis y la liberacion de corticosterona. (Tomado de Pryce, 2008).

En los reptiles, la principal hormona GC es la corticosterona. Los primeros estudios se
realizaron en 1970 en el continente australiano. Bradshaw y Fortaine Bertrand (1970)
hicieron por primera vez mediciones de corticosterona en plasma en lagartos de lengua
azul (Tiliqua rugosa). Estudios posteriores en Amphibolurus inermis y A. ornatus
demostraron que en épocas de sequia aumentaron las concentraciones endogenas de
ACTH vy junto con ello se observd una disminucion en el peso corporal (Bradshaw,
1975).

Estudios en mamiferos han indicado que existe una correlacion entre el estrésy la tasa
neurogénica. Se ha demostrado que la exposicion a diferentes estimulos estresantes,
como el olor de un depredador, un choque eléctrico, la representacion jerarquica en
un grupo social, entre otros, disminuye la supervivencia de las nuevas células en el

hipocampo de organismos adultos (Dagyte et al., 2009).

15



Lemaire y colaboradores (2000) demostraron que las ratas estresadas prenatalmente
tuvieron una disminucion en la proliferacién de células del hipocampo, asi mismo
mostraron un retraso en el aprendizaje de una tarea de memoria espacial. En
experimentos con crias de conejillos de indias expuestas a estrés materno cronico, se
registr6 un sistema HPA disfuncional en su adultez (Emack y Matthews, 2011), por lo
cual, se asume que el estrés prenatal induce anormalidades estructurales en la
formacidn del hipocampo, lo que sugiere que el estrés en etapas tempranas acelera

un declive en relacion a la plasticidad hipocampal.
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Fig. 8 Efectos biologicos del estrés sobre el hipocampo. Las neuronas del hipocampo
son altamente plasticas. Si son sometidas a algun estimulo estresante crénico,
cambian su citoarquitectura, morfologia y neurogénesis, entre otros (Lupien et al.,
2009). Estos efectos del estrés pueden influir en funciones cognitivas, como el
aprendizaje y la memoria contribuyendo a psicopatologias. + y - representan un
aumento y disminucién del hipocampo y su funcionamiento, respectivamente
(Adaptado de Kim y Yoon, 1998).
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IV. HIPOTESIS

La incubacién de los huevos en NH disminuye el proceso de proliferacion e integracion
neuronal en la tortuga golfina (L. olivacea) en el momento de la emergencia.

V. OBJETIVOS

General

Evaluar el efecto de la incubacion en NH sobre la proliferacion y la densidad neuronal
en la zona ventricular y corteza cerebral en el momento de la emergencia de la tortuga
golfina (L. olivacea).

Particulares
a. Caracterizar el microambiente de NN y NH de L. olivacea

b. Evaluar el efecto de la incubacién en NH sobre la proliferacion postnatal en el surco
lateral (sl) y surco septo medial (ssm) de la zona ventricular de L. olivacea

c. Evaluar el efecto de la incubacion en NH sobre la densidad neuronal en la corteza
dorsomedial (Cdm) y medial (Cm) en crias de L. olivacea.
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VI. CAPITULOI

Negative effects on neurogenesis, ovariogenesis and fitness in sea turtle hatchlings
associated to ex — situ conservation management

Publicado en Frontiers in Ecology and Evolution.2022. doi:
10.3389/fevo.2022.850612
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Sea turtle egg relocation and hatchery incubation (hereafter termed ex situ incubation)
is an effective strategy to protect clutches when in situ egg incubation is not viable.
Nevertheless, it negatively affects the ontogenesis of male gonads and brain areas
homologous to the mammalian hippocampus, as well as body size and fitness. Thus,
it is imperative to analyze the effects of ex situ incubation on other developmental
aspects and extend these observations to females. This work evaluated the effect
of ex situ management on neurogenesis (cell proliferation in the dorsal and medial
ventricular zones, neuronal integration in the dorsomedial and medial cortices), ovary
cell proliferation, body size (mass and length) and self-righting ability. Additionally, this
study examined if the incubation microenvironment is different between in situ and ex
situ nests and whether it could contribute to explain the biological traits. An analysis of
principal components showed differences in biological variables of hatchlings between
in situ and ex situ clutches, driven by contrasting temperatures and silt composition.
Each biological variable was also analyzed with linear mixed models using in situ vs.
ex situ clutches, abiotic variables and their interaction. Turtles from ex situ clutches
showed: (1) fewer proliferating cells in the dorsal and medial ventricular zones; (2) less
mature neurons in the dorsomedial and medial cortices; (3) ovaries with a lesser number
of proliferating cells; (4) lower body mass and length at emergence; and (5) slower self-
righting time. Together, the results suggest that ex situ incubation in hatcheries is related
to a slowing down of neurogenesis, ovariogenesis, body size and self-righting ability in
hatchlings. Future studies should evaluate the effect of ex situ incubation on cognitive
and reproductive performance to understand the long-term consequences of altered
organogenesis. These studies should also disentangle the differential contribution of
egg movement, reburial, nesting environment and parental origin to development. This
information would likely result in better conservation strategies for sea turtles.

Keywords: Lepidochelys olivacea, brain development, ovarian development, neuronal integration, temperature,
substrate composition, moisture
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INTRODUCTION

Natural sea turtle populations are threatened globally (IUCN,
2020). Conservation efforts implemented in the last decades have
gradually managed to mitigate the loss of some populations
with scarce effect on others (Mazaris et al., 2017). One of the
most broadly employed strategies is the relocation of endangered
eggs to protected hatcheries. Eggs continue their development in
ex situ nests constructed near the original site selected by the
mother. This strategy has shown considerable success and may
be the only chance for survival in some species of major concern
(Blanck and Sawyer, 1981; Heppell et al., 2005, 2007; Mazaris
etal., 2017).

However, several studies have reported negative effects
associated to ex situ protection such as diminished hatching
success, incomplete yolk resorption, sexual ratio bias, low body
mass or length and reduced locomotor performance at emergence
(Limpus et al., 1979; Eckert and Eckert, 1990; Pintus et al., 2009;
Maulany et al., 2012; McElroy et al., 2015; Ahles and Milton, 2016;
Tanabe et al., 2020). Recent studies evaluated the impact of the ex
situ incubation strategy on organogenesis and proposed potential
mechanisms of action for its negative effects (Sonmez et al., 2011;
Herrera-Vargas et al.,, 2017).

Some studies explored the causal effect of abiotic variables
on developmental traits (Sieg et al., 2011). A chief variable
is nest temperature (Telemeco et al, 2013), which modifies
incubation duration (Merchant-Larios et al., 1997; Booth and
Astill, 2001a,b), sex determination (Reece et al., 2002), immune
competence (Freedberg et al., 2008; Dang et al., 2015; Robledo-
Avila et al.,, 2022) and brain development in reptiles (Amiel and
Shine, 2012; Paredes et al., 2016; Amiel et al., 2017; Sanger et al,,
2018). Another important factor is nest moisture, which alters
sex ratio, incubation duration and embryo growth (Wallace et al.,
2004; Patino-Martinez et al., 2012; Lolavar and Wyneken, 2020;
Tezak et al., 2020). Successful sea turtle embryo development
also depends on substrate composition, which could affect gas
exchange and water retention, as well as the incubation period
and sex-ratio (Ackerman, 1977; Lutcavage et al., 1997; Mitchell
and Janzen, 2019).

The brain is a plastic organ; its early development is affected by
external factors, such as temperature and moisture in ectotherms
(Coomber et al., 1997; Beltran et al., 2021; Sanger et al., 2021).
This is especially true for the hippocampus, a structure that
participates in cognitive tasks such as spatial learning and
memory (Suh et al, 2011; Bannerman et al, 2014), as well
as in the regulation of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis
(Sapolsky et al, 1983, 1984). Anatomical and genetic results
suggest that the reptilian dorsomedial cortex is homologous to
the mammalian CA1/CA3 hippocampal regions; whereas the
medial cortex corresponds to the dentate gyrus (Medina et al,
2017; Tosches et al., 2018). Development of these cortices results
from proliferation of neural precursors in the dorsal and medial
walls of the lateral ventricles (Butler and Hodos, 2005; Medina
et al, 2017; McDonald and Vickaryous, 2018; Tosches et al,
2018).

Proliferation is the earliest step in neurogenesis, which is
followed by migration, differentiation, and integration of these

new cells into the neural tissue (Altman and Das, 1965; Gage,
2002; Bayer and Altman, 2004; Kuhn et al., 2016). In mammals,
early adverse environmental conditions can induce long-lasting
brain alterations, including reduced hippocampal neurogenesis
(Lajud and Torner, 2015; Vaiserman and Koliada, 2017). These
alterations could result in lifelong cognitive and affective deficits,
such as learning and memory disabilities, as well as anxiety-
like or depressive-like behaviors (Heim and Nemeroff, 2002;
McEwen, 2012; Lajud and Torner, 2015; Vaiserman and Koliada,
2017). Interestingly, species-specific non-optimal incubation
temperatures decrease hippocampal neurogenesis in lizards,
producing spatial learning disabilities (Amiel and Shine, 2012;
Amiel et al., 2017; Dayananda and Webb, 2017). Likewise,
early non-optimal conditions produce anxiety-like behaviors in
lizards (Trnik et al., 2011), suggesting that reduced hippocampal
neurogenesis during critical time windows may alter cognitive
and behavioral traits in both mammals and reptiles.

Similarly, early environmental conditions also influence
the development of the gonad. Its differentiation in reptiles
displays the same progression as in other vertebrates and is
highly sensitive to environmental variables such as temperature
(Yntema and Mrosovsky, 1981; Ge et al.,, 2018; Weber et al,
2020). In humans and mice, altered seminiferous cord formation
is associated with infertility, dysgenesis, and sexual development
disorders (Chen and Liu, 2016). Likewise, disturbed oogenesis
and folliculogenesis is related to reduced follicle reserves and
infertility (Holm et al., 2016).

Motor abilities such as self-righting, crawling, and
swimming speed constitute developmental traits associated with
microenvironmental incubatory conditions like temperature
and grain size. Better performance has been associated with
cooler incubation temperatures and medium grain sand (Stewart
et al., 2019; Reboul et al., 2021). Since reduced motor skills
increase predation risk for newly emerged hatchlings during
their displacement on land and sea, these traits constitute a good
indicator of physical fitness and survival during this period.
Indeed, these abilities may be good indicators of non-optimal
incubation conditions in sea turtles (Fleming et al., 2020; Martins
et al., 2020).

Ex situ incubation may alter neural and gonadal development
in male Lepidochelys olivacea hatchlings by reducing the cell
size and dendritic arborization of dorsomedial cortical neurons,
as well as the number of epithelial cells per seminiferous cord
(Herrera-Vargas et al., 2017). The functional relevance of these
alterations is unknown, but results in mammals and lizards
suggests that defective differentiation of hippocampal neurons
and the seminiferous cord causes cognitive and reproductive
problems (see above). Studies in rodents suggest that males are
more vulnerable to developmental disruption (Dimatelis et al.,
2015; Cowan and Richardson, 2018; de Melo et al., 2018), but in
ectotherms some studies associate better phenotypes with male-
producing environmental conditions (Freedberg et al., 2008).

Neurogenesis, ovariogenesis and motor performance are vital
for the survival of sea turtle populations. These processes are
highly sensitive to early adverse environmental stimuli. Ex situ
incubation in hatcheries involves the early handling of eggs, as
well their relocation to hatcheries. Moreover, nesting beaches
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include microenvironments that vary in moisture (depending on
distance to the shoreline or vegetation), substrate composition,
microbial load, and temperature (Stewart et al., 2019). All these
variables could contribute to create non-optimal conditions for
suitable development of turtle hatchlings. Thus, it is necessary
to evaluate the effects of ex situ incubation in female turtles to
determine if early adverse conditions have sex-specific effects
on developmental traits. Moreover, it is imperative to identify
the environmental variables likely modifying these developing
traits in sea turtles. To test these hypotheses, this study evaluated
the effects of ex situ incubation on hippocampal neurogenesis
(cell proliferation in the dorsal and medial ventricular zones, as
well as integration of newborn neurons into the dorsomedial
and medial cortices), ovariogenesis (cell proliferation), body
size (mass and length), and self-righting ability in L. olivacea
females at emergence. Furthermore, this work analyzed the
contribution of several nest-related abiotic variables (sand
temperature, moisture, and grain size) to identify the most
relevant variables for hatchling development. The results will
contribute to determine the impact of ex situ incubation in
hatcheries on female organogenesis and to identify some of the
variables determining the altered phenotype observed in turtles
incubated in hatcheries.

MATERIALS AND METHODS
Study Site and Nesting Conditions

This study was conducted at the Centro de Proteccion de la
Tortuga Marina in Boca Seca beach, located in Lazaro Cardenas,
Michoacén, México (18° 04’ N, 102° 58 W; Figure 1). Egg
manipulation was kept to the bare minimum and done by
the hatchery staff according to protocols stated in Mexican
regulation (NOM-162-SEMARNAT, 2012) and a previous report
(Herrera-Vargas et al., 2017). Briefly, beach patrolling during
three consecutive nights (September 13-15, 2017) allowed
identification of nesting females. Ten nests located approximately
in the same beach zone (30-60 m away from the shoreline) were
chosen and sheltered immediately after the female turtle covered
the eggs and left the site. Five randomly selected natural nests
remained undisturbed in situ, only fenced with cyclone mesh
until hatchling emergence. The complete clutch of the other five
nests was carefully collected as soon as the female left the nest,
placed in individual plastic bags and transported to the hatchery.
There, the eggs were immediately buried in previously built
nests and remained undisturbed until emergence. This ensured
that conditions related to clutch size (e.g., oxygen availability,
temperature, metabolic heat, etc.) remained unaltered. The total
time between laying and re-burial lasted less than 2 h. Efforts
were made to avoid egg rotation and excessive handling, as well
as to emulate natural nest architecture in hatcheries. Ex situ nests
were constructed by the hatchery staff according to international
norms for L. olivacea, with a narrow neck (20-25 cm) and a wider
flask-shaped bottom, at a depth of 40-50 cm and 1 m separation
between them (Kutzari, 2006). Nests from both conditions were
not shaded or watered. Forty days after incubation started, the
hatchery clutches were fenced with cyclone mesh until turtle

emergence. This experimental design ensured that in situ nests
were not disturbed and that clutches relocated to hatcheries
only went through the routine procedures done by the hatchery
staff. Egg handling was performed before organogenesis started
(Miller, 1985).

Hatchling Collection

Animal sampling, handling and sacrifice protocols were
approved by an Animal Rights Committee, under License
Number SEMARNAT: SGPA/DGVS/10395/17; in accordance
with Mexican regulation (NOM-033-SAG/ZOO, 2014). One
hundred and fifty turtles were collected from five in situ and five
ex situ nests (15 hatchlings/nest). Fifty hatchlings were used for
histological and morphometric observations: for neurogenesis
studies, 24 brains per nest type were evaluated, since one brain
for each condition was damaged during dissection (48 brains in
total); for ovarian cell proliferation quantification, at least two
ovaries per nest were used (27 ovaries in total), while all fifty
individuals were sexed. The other one hundred hatchlings were
used to evaluate motor performance.

Hatchling collection was described by Herrera-Vargas et al.
(2017) and Robledo-Avila et al. (2022). Briefly, fifteen emerging
turtles from each nest were collected at 5-min intervals, as
soon as they surfaced from each nest. Five randomly selected
hatchlings per nest were weighted with a digital precision balance
(OHAUS™ Scout Pro Sp 602, Max 600 g, d = 0.01 g). Their
straight carapace length was measured using a digital Vernier
caliper (Mitutoyo™). These same five turtles per nest were used
to investigate neurogenesis and gonadal cell proliferation.

Cell Proliferation and Neuronal

Integration Studies

To evaluate the effect of ex situ incubation on brain and ovary
cell proliferation, hatchlings received an intraperitoneal injection
of the cell birth marker 5'-bromo-2’'-deoxyuridine (BrdU, a
thymidine analog incorporated in the S phase of the cell cycle.
Sigma-Aldrich, 100 mg/Kg in 0.9% NaCl) immediately after
morphometric data recording and a second injection 2 h after.
Turtles were then placed in sand tubs and sacrificed 4 h after
the last injection. This procedure (i.e., the timings) minimized
the effect of factors other than the incubation condition on
cell proliferation. The brain and gonad-mesonephros complex
were dissected in situ, incubated in Bouin’s solution (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, United States) for 24 h and incubated
in buffered paraformaldehyde (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
United States, 4% in 0.1 M phosphate buffer) for 3 days at
room temperature.

In the laboratory, brains were rinsed with 70% ethanol and
transferred to buffered sucrose (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
United States, 30% in 0.1 M phosphate buffer) at 4°C until
they sank. Then they were frozen in the Peltier module of a
cryostat (Microm) and sectioned coronally at 30 pm. Free-
floating sections were collected in Tris-buffered saline (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, United States, 50 mM Tris-HCI,
150 mM NaCl, pH 7.6) and processed for immunohistochemistry.
Cell proliferation in neurogenic niches was evaluated by

Frontiers in Ecology and Evolution | www.frontiersin.org

June 2022 | Volume 10 | Article 850612 21


https://www.frontiersin.org/journals/ecology-and-evolution
https://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/ecology-and-evolution#articles

Unda-Diaz et al.

Ex situ Incubation Alters Turtle Development

FIGURE 1 | Location of the study site and nesting conditions. (A) Map showing Lazaro Cérdenas nesting beaches in Michoacan, México. (B) Aerial photograph of
ex situ (dotted line) and in situ nests (continuous line). (C,D) Lepidochelys olivacea hatchlings crawling to sea and emerging from nest, respectively.
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immunoreactivity for BrdU and neuronal integration was
evaluated by immunoreactivity for the anti-neuronal nuclear
protein (NeuN) in separate brain sections. Briefly, the tissue
was incubated in ImmunoDNA retriever 20x with citrate (Bio
SB), then in 2 N HCI for 30 min at 65°C and finally in
0.1 M sodium borate buffer at room temperature. Blocking of
non-specific binding was done by incubating the sections in
0.1% bovine serum albumin (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
United States) for 30 min. Sections including the dorsal and
medial ventricular zones were incubated with mouse anti-BrdU
monoclonal antibody (1: 500, Roche) and independent cortical
sections were incubated with mouse anti-NeuN monoclonal
antibody (1: 1000, Millipore) for 16 h at 4°C. Then they
were incubated with a donkey anti-mouse biotin-conjugated
secondary antibody (1:500, Vector Laboratories) for 2 h.
Sections were incubated in avidin/biotin horseradish peroxidase
(Vectastain Elite, PK-6100) for 2 h at room temperature and then
incubated in diaminobenzidine as a chromogen, with peroxide
and buffer for 10 min (Vector Staining Kit, SK-4100). Finally,
the tissue was mounted onto gelatinized slides, dehydrated and
cover-slipped using Cytoseal 60 (Richard Alan Scientific).

To evaluate cell proliferation in neurogenic niches, three
equivalent non-adjacent brain sections containing the dorsal
and medial ventricular zones were selected per turtle according
morphological criteria (appearance of lateral ventricles) along
the antero-posterior axis. BrdU + immunoreactive cells were
quantified in two microphotographs per section per neurogenic
zone at 1000x magnification. To evaluate neuronal integration,
three equivalent non-adjacent brain sections including the
dorsomedial and medial cortices were selected per turtle
according morphological criteria (opening of the lateral
ventricles). NeuN + immunoreactive cells in the cellular layer

were quantified in three microphotographs per section per
cortex at 1000 x magnification. Microphotographs were captured
with a Zeiss microscope using the Axio Vision 4.6 software and
analyzed using NIH Image] software.

For gonadal sex determination, one gonad-mesonephros
complex ~was dehydrated using increasing ethanol
concentrations, embedded in paraffin, sliced transversally
(7 pm) in a microtome (Leica) and stained with hematoxylin-
eosin (Merck), as previously described (Herrera-Vargas et al,
2017). Gonadal histology showed that all fifty specimens were
females, thus all gonadal analysis were performed in ovaries.
To evaluate ovarian cell proliferation, at least two gonad-
mesonephros complexes per nest were frozen, cryosectioned at
30 wm and immuno-stained for BrdU as described for the brain
(the other gonad-mesonephros complexes were frozen for RNA
quantification). Five adjacent gonadal sections per hatchling
were selected from the central ovary. BrdU + immunoreactive
germ cells were quantified in the cortex of ovaries throughout
the whole section at 400 x magnification, as described for brain
sections. After quantification, selected ovarian sections were
stained with hematoxylin-eosin to observe cell density and
cytoarchitecture.

Self-Righting

To evaluate the effect of ex situ incubation on motor skills, ten
hatchlings per nest were randomly selected and separated in tubs
with sand for 15 min, to prevent lethargy from interfering with
performance (Booth et al., 2013). Turtles were placed upside-
down on a tray full of dry sand and the time they took to self-
right was recorded with a chronometer (Sper scientific 810015
5 channel timer). Hatchlings that exceeded 10 min to self-right
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were discarded from the analysis. Thus, 48 turtles from in situ
nests and 31 ex situ hatchlings were analyzed.

Measurement of Abiotic Variables

To evaluate the contribution of abiotic variables to the
developmental traits, nest temperature, moisture and sand grain
size were determined. Nest temperature was recorded from
developmental day 11 until emergence, since this period includes
the bulk of hippocampal neurogenesis previously described
for Emys orbicularis (Goffinet et al, 1986) and the critical
time for gonadal development in L. olivacea (Merchant-Larios
et al.,, 1997). Temperature was registered by data loggers (Onset
HOBO® Bluetooth Pendant MX2202 series; accuracy + 0.2°C)
carefully located outside the nest to avoid disturbing the clutch.
They were placed in sand 30 cm from the center of the nest and
50 cm deep, 11 days after the incubation period began. They were
programmed to record the temperature every hour; results were
averaged by nest.

Moisture and grain size were determined from 100 g of sand,
sampled 10 cm deep inside the nests, immediately after hatchling
emergence. The sand was placed in a sealed plastic bag, weighed,
dried at 105-110°C in a standard oven and weighed again.
Moisture content was calculated as the ratio of wet to dry sand
mass (Head, 1992). Grain size analysis was performed by particle
sieving, using international parameters (gravel: >2.0; coarse sand:
2.0 £ 0.2; fine sand: 0.2 £ 0.02; silt: 0.02-0.002 mm; Brady and
Weil, 2008), and subsequent weighting with an analytical balance.
Gravel, coarse- and fine-sand, as well as silt proportions were
calculated dividing by the total dry mass (Gee and Or, 2002).

Statistical Analyses

Preliminary analysis showed that only one nest had a different
gravel composition from the rest, thus gravel was discarded
from further examination. Similarly, fine sand was collinear with
coarse sand, hence only the latter was used. This was done
because multivariate analyses are sensitive to collinearity between
variables, which causes interpretation problems (Harrison et al.,
2018). Accordingly, the selected parameters for analysis were
abiotic variables within nests (temperature and moisture, coarse
sand and silt), as well as turtle biological variables (cell
proliferation in the dorsal and medial ventricular zones, as well
as the ovary; neuronal integration in the cellular layer of the
dorsomedial and medial cortices; body mass and length, as well
as self-righting time).

Multivariate principal components analysis (PCA) was
performed to reduce data dimensionality and investigate the
distribution of samples in two-dimensions. This allowed the
assessment of possible differences between conditions, based on
the abiotic variables within nests and turtle biological data.

The outcomes of in situ (n = 5) vs. ex situ clutches (n = 5),
abiotic variables and their interaction (in situ vs. ex situ condition
interacting with each abiotic variable) were studied with linear
mixed models to avoid violation of independence assumptions
(turtles within clutches). Biological results were used as the
response variables in these models; which included the following
effects: in situ vs. ex situ clutches (main); abiotic variables and
their interaction (fixed) plus turtles within clutches (random).

All abiotic variables (temperature, moisture, coarse sand and silt)
were standardized by subtracting the mean from every value and
dividing by the standard deviation (Harrison et al., 2018), due
to wide differences in their ranges. Outliers were removed from
most turtle biological data (all except body mass and length).
Ovarian cell proliferation and self-righting were also transformed
to meet normality and homocedasticity assumptions; with
square-root and natural logarithm, respectively.

Stepwise backward elimination followed by selection with the
conditional Akaike information criterion (cAIC) were performed
to obtain the best linear mixed model (Supplementary Data 1).
The marginal R? for each model was determined as a measure of
the proportion of the variance explained by the model. The effect
size for in situ vs. ex situ clutches was evaluated by Glass’s A (Sink
and Mvududu, 2010; Sullivan and Feinn, 2012). Graphs presented
in the results for each of the eight biological variables were
obtained back-transforming the predictions of the final models.
Residuals for each model were plotted to assess the distribution
of the model fit (Supplementary Data 1).

Data analyses were done using R (R Core Team, 2020; version
4.1.1) and RStudio (RStudio Team, 2020; version 1.3.1073).
Linear mixed models were performed using: readxl (Wickham
and Bryan, 2019), Ime4 (Bates et al., 2015), ImerTest (Kuznetsova
et al,, 2017), and cAIC (Sdefken et al., 2018). Model parameters,
including residuals, were evaluated with the performance package
(Ltudecke et al., 2021). Principal component analysis results were
graphed with ggbiplot (Vu, 2011).

RESULTS

Data provided by the national meteorological service during
the entire incubation period (September 13-October 31, 2017)
showed an average environmental temperature of 26.41°C £ 0.98
SD (mean minimum temperature = 20.53°C and mean maximum
temperature = 32.27°C; Supplementary Table 1). Data loggers in
sand near the nests recorded average maximum temperatures of
35.68°C =£ 0.83 SD for in situ nests and 37.03°C £ 1.29 SD for ex
situ nests, as well mean minimum temperatures of 26.28 £ 2.91
SD for in situ nests and 25.01 £ 0.14 SD for ex situ nests
(Table 1). The average incubation period £ SD for hatchlings
from in situ clutches was 46.40 £ 0.55 and 45.60 =+ 1.82 days for
hatchlings from ex situ clutches (Table 1). The mean moisture,
coarse and fine sand, as well as silt proportions were: in situ
(0.1180 =+ 0.0936 SDj; 0.9238 £ 0.0363 SD; 0.0643 =+ 0.0384
SD; and 0.0005 £ 0.0008 SD, respectively) and ex situ clutches
(0.0980 £ 0.0487 SD; 0.9011 = 0.0176 SD; 0.0880 =+ 0.0156 SD;
and 0.0062 = 0.0041 SD, respectively; Supplementary Table 2).
The PCA suggested that the synergic effect of some or
all abiotic variables may be important to determine turtle
phenotypes (see below). The first two principal components of
the PCA, based on the biological and abiotic variables, explained
71.7% of the total data variance (Figure 2 and Supplementary
Table 3). Principal component 1 (52%) showed that coarse sand
(r = -0.202) and moisture (r = -0.122) were higher for in situ
nests, while temperature (r = 0.304) and silt (r = 0.295) were
lower. In addition, all biological variables from hatchlings (except
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TABLE 1 | Sand temperatures (°C) monitored by data loggers located 30 cm from the center of the clutch and 50 cm deep, as well as incubation periods registered for

L. olivacea hatchlings at Boca Seca beach, Lazaro Cérdenas, Michoacan, México.

Incubation period

Nest no. Incubation Mean Maximum Minimum Incubation Incubation
condition temperature + SEM temperature temperature dates days

1 in situ 3417 £ 0.75 35.44 31.47 15/09-30/10 46

2 in situ 33.19+ 1.26 34.90 24.93 15/09-30/10 46

3 in situ 34.15 + 1.50 36.51 25.22 15/09-30/10 46

4 in situ 34.24 + 1.66 36.40 25.03 15/09-31/10 47

5 in situ 32.64 + 1.21 34.69 24.74 15/09-31/10 47

6 ex situ 34.36 + 1.49 36.30 24.93 13/09-30/10 48

7 ex situ 34.50 + 1.68 36.95 25.22 14/09-31/10 47

8 ex situ 34.38 + 1.47 36.30 25.03 15/09-29/10 44

9 ex situ 35.12 +£2.18 39.28 24.84 15/09-29/10 44

10 ex situ 34.42 + 1.49 36.30 25.03 15/09-30/10 45

Thermosensitive period
Nest no. Incubation Mean Maximum Minimum
condition temperature + SEM temperature temperature

1 in situ 32.98 + 0.68 34.06 31.98

2 in situ 3214 +£1.22 33.95 24.93

3 in situ 32.96 + 1.53 35.22 25.22

4 in situ 32.61+1.34 34.59 25.03

5 in situ 31.69 + 1.17 33.43 24.74

6 ex situ 33.49 + 1.71 35.65 24.93

7 ex situ 33.41+1.84 35.97 25.22

8 ex situ 33.20 + 1.68 35.33 25.03

9 ex situ 33.04 + 1.58 34.69 24.84

10 ex situ 33.38 + 1.62 35.33 25.03

The table shows temperatures registered from incubation day 11 until emergence (incubation period) and during the thermosensitive period per clutch (in situ, n = 5; ex

situ, n = 5).

self-righting) were higher for in situ conditions (Figure 2 and
Supplementary Table 3). Principal component 2 (20%) showed
that moisture (r = -0.543) and coarse sand proportions (r = -
0.300) most influenced environmental variation for in situ nests
(Figure 2 and Supplementary Table 3).

Principal components analysis results showed a clear
difference between nest conditions. Thus, linear mixed models
were performed to confirm these differences and explore
their relationship to abiotic variables. Linear mixed models
showed that ex situ nests were negatively related to L. olivacea
development at nest emergence with moderate (Glasss A < 1)
to very large effect sizes (Glasss A > 1.3; Sullivan and Feinn,
2012; Table 2). The simplest linear mixed models (in situ vs.
ex situ nests and intercept) were the best fit for all biological
variables (Table 2). Additionally, models with each abiotic
variable alone (i.e., without in situ-ex situ factor) were performed
for each biological variable. In all cases, the cAIC was better
with the in situ-ex situ factor than with only one abiotic variable
(Supplementary Data 1). Altogether, linear mixed models
indicated that abiotic variables (temperature, moisture, and the
proportion of different sediment sizes) did not individually affect
any response variables, at least when using backward elimination
and the lowest conditional AIC to select the best model.

In situ hatchlings showed on average 253.72 and 502.09 more
proliferating cells in the dorsal (in situ: 491.04 & 186.63 vs. ex
situ: 237.32 % 158.5 BrdU + cells/mm? mean = SD; p = 0.014)
and medial ventricular zones (in situ: 1005.45 £ 468.77 vs. ex
situ: 503.36 % 333.62 BrdU + cells/mm? mean 4 SD; p = 0.031),
respectively (Figure 3 and Table 2) than ex situ incubated
offspring. They also showed on average 148.26 and 664.82 more
mature neurons in the dorsomedial (in situ: 2033.85 £ 151.42
vs. ex situ: 1885.59 + 157.67 NeuN + cells/mm? mean + SD;
p = 0.041) and medial cortices (in situ: 2061.57 £ 283.11 vs. ex
situ: 1396.75 = 541.07 NeuN + cells/mm? mean + SD; p = 0.001),
respectively (Figure 4 and Table 2) than ex situ hatchlings.
The best models for dorsal and medial ventricular zone cell
proliferation explained 33 and 28% of the data variation, while
those for the dorsomedial and medial cortices explained 18 and
37% of the data variation (Table 2).

The ovaries from in situ incubated hatchlings showed on
average 11.99 more proliferating cells (in situ: 13.28 £ 2.21 vs.
ex situ: 1.29 £ 1.38 BrdU + cells/mm? mean + SD; p < 0.001;
Figure 5 and Table 2) in comparison with ovaries from ex
situ offspring. The best model for ovarian cell proliferation
explained 89% of the data variation (Table 2). Cell density and
architecture were evaluated in sections with hematoxylin/eosin

Frontiers in Ecology and Evolution | www.frontiersin.org

June 2022 | Volume 10 | Article 850612 24


https://www.frontiersin.org/journals/ecology-and-evolution
https://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/ecology-and-evolution#articles

Unda-Diaz et al.

Ex situ Incubation Alters Turtle Development

PC2 (19 7% explained var )

1
PC1{51.0% euplamed var.}

Owigin -+ In st Eu sitLe

FIGURE 2 | Multivariate principal components analysis of developmental and
abiotic variables from in situ (n = 5, dark gray, left) vs. ex situ clutches (n = 5,
light gray, right). W, body weight/mass (gr); L, body length (mm); M, neuronal
integration in the cellular layer of the medial cortex (number of

NeuN + cells/mm); D, neuronal integration in the cellular layer of the
dorsomedial cortex (number of NeuN + cells/mm); O, cell proliferation in the
ovary (number of BrdU + cells/mm); Dv, cell proliferation in the dorsal
ventricular zone (number of BrdU + cells/mm); My, cell proliferation in the
medial ventricular zone (number of BrdU + cells/mm); Cs, coarse sand
(proportion); H, humidty (proportion); T, temperature (°C); SR, self-righting
time (s); S, silt (proportion); PC1, principal component 1 of PCA; PC2,
principal component 2 of PCA.

staining after BrdU quantification, but it was not possible to
quantify the number of ovarian cells due to section thickness
(Supplementary Figure 1).

Turtles from in situ clutches were on average 1.66 g heavier
(in situ: 17.65 & 1.35 g vs. ex situ: 1599 &+ 1.1 g mean + SD;
p =0.041; Figure 6A and Table 2), and 3.34 mm larger than ex situ
offspring (in situ: 67.22 & 2.50 mm vs. ex situ: 63.88 £ 2.33 mm
mean £ SD; p = 0.012; Figure 6B and Table 2). Additionally,
in situ incubated hatchlings were on average 5.49 s faster for self-
righting (in situ: 2.56 &= 8.45 s vs. ex situ: 8.05 £ 6.90 s mean =+ SD;
p =0.007; Figure 6C and Table 2) than ex situ hatchlings. The best
model for body mass explained 31% of the data variation, while
the model for body length explained 32% of the data variation and
that for self-righting explained 26% of data variation (Table 2).

DISCUSSION

This work shows that ex situ protection of eggs in hatcheries can
result in developmental deficits (compared to in situ nests) in
female hatchlings, expanding our prior report in males (Herrera-
Vargas et al, 2017). Herein, the ex situ incubation strategy

was related to negative effects on neurogenesis, ovariogenesis,
body size, and motor performance. Turtles from ex situ clutches
showed lower cell proliferation in the ovary and neurogenic
niches, as well as fewer differentiated neurons in brain areas
homologous to the mammalian CA1/CA3 hippocampal regions
and dentate gyrus. Additionally, newly hatched turtles from
ex situ clutches showed lower body size and lesser motor
abilities. Many factors could potentially account for the negative
effects of ex situ incubation on offspring development. This
study focused on the nest microenvironment (sand temperature,
moisture, and sediment particle size). The PCA showed that this
microenvironment was related to turtle phenotypes. However,
the isolated contribution of the different abiotic variables to
development could not be disentangled. A main limitation of this
study was an impossibility to differentiate the effects of hatchery
incubation from the effects of egg movement and reburial as well
as genetic factors (i.e., parental origin). Of note, this study used
a relatively small number of nests over a relatively narrow, but
important, temperature range.

EXx situ Protection in Hatcheries Is
Associated With a Lower Rate of

Neurogenesis in Turtle Hatchlings

To evaluate the effect of ex situ incubation while minimizing
the effect of turtle retention, two important events for early
neurogenesis were evaluated 6 h after nest emergence: cell
proliferation in neurogenic niches and neuron integration in
cortices homologous to the mammalian hippocampus. The
results showed that the ex situ incubation strategy is associated
with a lower number of proliferating cells and differentiated
neurons in turtle hatchlings. In vertebrates, hippocampal
neurogenesis is a highly regulated process that includes cell
proliferation, migration, differentiation and integration (Altman
and Das, 1965; Gage, 2002; Bayer and Altman, 2004; Kuhn et al,,
2016; McDonald and Vickaryous, 2018). Proper development of
the mammalian hippocampus is required to achieve ecologically
relevant cognitive tasks such as spatial learning and memory, as
well as to regulate emotional responses (Gould et al., 1999; Deng
et al., 2010).

In reptiles, newly born cells from the dorsal and lateral
ventricular zones migrate radially for several days and mature
as neurons as they approach the cortices. Neurogenic niches
in the postnatal gecko brain produce neurons exclusively
(McDonald and Vickaryous, 2018). Thus, it is highly likely that
the BrdU + cells we observed herein were neuronal progenitors.
Nonetheless, future cell-fate mapping studies should confirm the
lineage of BrdU + cells produced in newly emerged sea turtles. In
this study, BrdU + cells were only present lining the ventricular
walls in both conditions, confirming the idea that proliferating
neurons migrate several days after birth.

Offspring from ex situ clutches showed fewer
BrdU + proliferating cells early after nest emergence, suggesting
that a lower number of neural precursors will migrate to
hippocampal cortices postnatally. Thus, less neurons (or
glial cells) differentiate and integrate into functional circuits.
Similarly, the lower density of NeuN + cells observed in the
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TABLE 2 | Summary of the best linear mixed effect models for each variable, selected by cAIC, explaining biological variables of Lepidochelys olivacea in situ vs. ex situ

hatchlings.

Best model B+ SE d.f. F P ES R?
Dorsal ventricular zone-cell proliferation (# BrdU + cells/area) 0.33
Intercept 483.05 £ 56.13 <0.001

in situ vs. ex situ —244.92 + 78.21 8.15 9.81 0.014 2.63
*Medial ventricular zone-cell proliferation (# BrdU + cells/area) 0.28
Intercept 991.31 £ 144.94 <0.001

in situ vs. ex situ -534.39 + 204.97 7.96 6.80 0.031 1.72
Dorsomedial cortex-neuronal integration (# NeuN + cells/area) 0.18
Intercept 2031.77 £+ 43.73 <0.001

in situ vs. ex situ —145.82 £+ 60.89 8.78 5.73 0.041 3.25
Medial cortex-neuronal integration (# NeuN + cells/area) 0.37
Intercept 2062.49 + 97.28 <0.001

in situ vs. ex situ —665.58 + 136.35 8.57 23.83 0.001 52.46
Ovary-cell proliferation (# BrdU + cells/area) 0.89
Intercept 3.64 +0.18 <0.001

in situ vs. ex situ -2.56 +£ 0.26 7.61 99.31 <0.001 24.71
Body mass (g) 0.31
Intercept 17.72 £ 0.50 <0.001

in situ vs. ex situ -1.73+£0.71 7.96 5.97 0.041 1.48
Body length (mm) 0.32
Intercept 67.27 £0.73 <0.001

in situ vs. ex situ -3.35+1.04 7.90 10.39 0.012 3.09
Self-righting (sec) 0.26
Intercept 0.94 £0.20 0.003

in situ vs. ex situ 1.14 £ 0.31 7.42 13.99 0.007 -6.16

CAIC, conditional Akaike information criteria; B + SE, regression coefficient + standard error; d.f., degrees of freedom calculated by Welch-Satterthwaite equation; F, F
ratio; p, p-value; ES, effect size calculated by Glass’s A; R?, marginal coefficient of determination.

medial and dorsomedial cortices of hatchlings from ex situ
clutches could reflect deficient prenatal cell proliferation or
precursor migration. The difference between in situ and ex situ
conditions for NeuN + cells was higher in the medial cortex,
suggesting differential cortical sensitivity to early non-optimal
conditions, as observed in mammals (Alkadhi, 2019). These
findings, together with our prior work in male hatchlings
(Herrera-Vargas et al., 2017), suggest that ex situ incubation
alters neurogenic events during critical prenatal and early
postnatal windows. The functional relevance of our findings
for sea turtle cognitive and behavioral performance in the short
and long-term are still unknown. However, recent evidence in
lizards supports prior studies in mammals and birds, showing
that a disturbance in neurogenesis during development could
impair spatial memory and migration either during early life
or adulthood (Amiel et al., 2017; Dayananda and Webb, 2017).
Interestingly, these studies have related non-optimal incubation
temperatures with decreased hippocampal neurogenesis in
lizards (Amiel et al, 2017; Dayananda and Webb, 2017).
Herein, nest temperature, moisture, and substrate composition
differentiate in situ vs. ex situ nests; however, neither isolated
abiotic variable was directly associated to altered neurogenesis
in hatchling turtles. Follow-up studies should experimentally
assess the effect of either variable separately or as a whole on
hippocampal cell proliferation and neuronal integration early
during ontogenesis in sea turtles.

Brain development begins at stage III (incubation day 4) in
Caretta caretta turtles (Garcia-Cerda and Lopez-Jurado, 2009).
Thus, early relocation to hatcheries is not likely to account for
the observed developmental alterations. However, future studies
should be done to rule-out this possibility.

Ex situ Incubation Is Associated With a
Lower Ovarian Cell Proliferation in

Lepidochelys olivacea Hatchlings

The ex situ incubation strategy was associated with a dramatic
reduction of ovarian cell proliferation in turtle hatchlings at nest
emergence, evidenced by few BrdU + cells. In L. olivacea, gonadal
development starts in the middle third of incubation (day 16
of development), when primordial germ cells accumulate at the
base of gonadal ridge (Merchant-Larios et al., 1997). In this
species, warm temperatures (32-33°C) promote ovary formation
by stimulating the production of estradiol and aromatase from
the undifferentiated gonad and adjacent tissues: the mesonephros
and inter-renal glands (Wibbels et al., 1991, 1993; Ewert et al.,
2004; Freedberg et al., 2006; Diaz-Herndndez et al, 2015,
2017). The highest peak of ovarian cell proliferation is not
known for L. olivacea hatchlings. However, folliculogenesis and
oocyte entry into meiosis occur in the 3rd-5th post-hatching
months (Merchant-Larios et al, 1989), suggesting that this
peak occurs perinatally. The consequences of reduced germ
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FIGURE 3 | Cell proliferation in neurogenic niches of L. olivacea hatchlings. (A) Schematic drawing of turtle brain hemi-section showing the dorsal (Dvz, dotted line)
and medial ventricular zone (Mvz, continuous dark line), lining the lateral ventricle. (B) Timeline for 5’-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) pulse-chase protocol for cell
proliferation analysis. (C,D) Representative brain sections showing BrdU + nuclei in the Dvz (open arrow) and Mvz (filled arrow) of one turtle from each condition

(in situ and ex situ, respectively). (E,F) Representative high magnification photographs showing BrdU + nuclei in the Dvz of one turtle from each condition (in situ and
ex situ, respectively). (G,H) Representative high magnification photographs showing BrdU + nuclei in the Mvz of one turtle from each condition (in situ and ex situ,
respectively). (I,J) Graphs showing the density of BrdU + nuclei. In situ (n = 5), ex situ (n = 5). Mean £ SD, Type lIl Analysis of Variance *p < 0.05, scale

bar = 200 um for panels (C,D) and 50 um for panels (E-H).
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FIGURE 4 | Neuronal integration in brain areas homologous to the mammalian hippocampus in L. olivacea hatchlings. (A) Schematic drawing of turtle brain
hemi-section showing the dorsomedial (Dmc, stripes) and medial (Mc, stippled) cortices. (B) Timeline for neuronal integration analysis. (C,D) Representative brain
sections showing neuronal nuclear protein (NeuN) in the Dmc and Mc of one turtle from each condition (in situ and ex situ, respectively). (E,F) Representative high
magnification photographs showing NeuN + nuclei in the Dmc of one turtle from each condition (in situ and ex situ, respectively). (G,H) Representative high
magnification photographs showing NeuN + nuclei in the Mc of one turtle from each condition (in situ or ex situ, respectively). (I,J) Graphs showing the density of
NeuN + nuclei. In situ (n = 5), ex situ (n = 5). Mean + SD, Type lIl Analysis of Variance *p < 0.05, ***p < 0.001, scale bar = 200 um for panels (C,D) and 50 pm for
panels (E=H).
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FIGURE 5 | Ovarian cell proliferation in L. olivacea females. (A) Schematic drawing of the turtle gonad-mesonephros complex. (B) Timeline for ovarian cell
proliferation analysis. (C,D) Representative ovarian sections showing 5’-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) + nuclei in one turtle from each condition (in situ and ex situ,
respectively). (E,F) Representative high magnification photographs showing BrdU + nuclei in the ovarian cortex of one turtle from each condition (in situ and ex situ,
respectively). (G) Graph showing the density of ovarian BrdU + nuclei. In situ (n = 5), ex situ (n = 5). Mean + SD, Type Il Analysis of Variance ***p < 0.001, scale
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FIGURE 6 | Body size and self-righting time of L. olivacea hatchlings. (A) Graph showing body mass. (B) Graph of body length. (C) Graph of self-righting time.
In situ (n = 5), ex situ (n = 5). Mean + SD, Type Il Analysis of Variance “p < 0.05, *p < 0.01.
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cell proliferation in female juvenile or adult turtles have not
been evaluated. In rodents, germ cell absence does not allow
ovarian follicle development (McLaren et al., 1984) or results in
follicle degeneration (Ray and Potu, 2010; Bishop et al., 2019).
In mammals, reduced cell proliferation may result in delayed
ovarian formation or even complete infertility (Monniaux, 2018).

In this study, ovarian weight was not formally evaluated,
since each was dissected together with the mesonephros.
Interestingly, qualitative histological observations of ovarian
sections did not obviously evidence a reduction in cell density.
Herein, the main variable explaining the diminished ovarian cell
proliferation was the ex situ condition, which probably included
the effect of incubation temperature plus moisture and substrate
composition. Future studies are needed to identify the effects of ex
situ incubation on ovarian cell density, evaluate the contribution
of each abiotic variable on the ovarian phenotype and elucidate
the long-term effects of poorly developed ovaries.

Ex situ Incubation Is Related to a Lower
Body Size and Motor Performance at

Nest Emergence

Hatchlings from ex situ clutches showed a lower body mass and
straight carapace length than those from in situ nests. Linear
mixed models for body mass and length suggested that the nest
condition (in situ vs. ex situ) was an important factor influencing
them. A direct contribution of isolated abiotic variables could

not be identified. However, it is known that temperature plays
a chief role determining reptile body size (Stewart et al,
2019). Although sand temperatures were above the threshold to
promote female differentiation in both conditions, they likely
differentially affected hatchling body size, as previously suggested
(Robledo-Avila et al., 2022). Mean sand temperatures registered
for in situ clutches were approximately 1°C below those in ex
situ clutches, whereas mean maximum temperatures registered
for both conditions showed broader ranges (35.68°C £ 0.83
SD for in situ nests and 37.03°C £ 1.29 SD for ex situ nests).
Accordingly, the incubation duration was shorter by one day for
ex situ clutches.

The mechanisms that may account for a differential
temperature effect on the growth rate include a direct action
on cell, tissue, or organ differentiation, as well as long-
term neuroendocrine changes possibly via epigenetic alterations
(Singh et al., 2020). Additionally, it is recognized that moisture
also plays a role on body size, although the mechanisms are
less well known. Modifications to gas exchange could explain
the effects of moisture on development (Wallace et al., 2004).
Other variables, such as nesting female size (Chatting et al,,
2018), egg mass (Wallace et al., 2006), metabolic expenditure
(Rusli et al., 2016; Gammon et al., 2020), or yolk absorption
(Stand, 2002) also may contribute to determining body size in
reptiles. A study showed an interaction between the maternal
component, sand temperature, moisture, and body length in the
loggerhead sea turtles. Moreover, it described differential effects
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of moisture on body length throughout development (i.e., a more
prominent role of nest moisture on body mass during the last
third of development; Tezak et al., 2020). Thus, the combined
contribution of several abiotic and biotic variables could explain
our results, as discussed below.

A larger body size has been consistently related with
better motor performance and thus with better survival
chances (Fleming et al., 2020; Martins et al., 2020). In this
study, principal component 1 showed a negative relationship
between body mass and length with self-righting ability,
supporting prior observations. Moreover, self-righting has been
associated with incubatory conditions like temperature and
substrate composition, therefore constituting a good indicator
of microenvironmental conditions (Stewart et al., 2019; Reboul
et al.,, 2021). Herein, nest silt and temperature were related to
increased turning time of hatchlings, in accordance with prior
studies (Stewart et al., 2019; Reboul et al., 2021).

Impact of Abiotic Variables on

Developmental Responses

Several nest-related abiotic variables were measured to determine
their potential contribution to the observed developmental
effects in L. olivacea hatchlings. The results showed that in situ
clutch conditions were related to a better turtle phenotype (i.e.,
greater body size, higher neurogenesis, increased ovariogenesis,
and lesser time to self-righting). In situ nests showed lower
temperatures, were located higher on the beach and in coarse
sand with lower silt levels, while ex situ clutches showed
the opposite. Accordingly, sand composition, temperature,
and moisture were important for differences between in situ
and ex situ clutches. However, a differential contribution of
each abiotic variable, in isolation, to the developmental traits
could not be identified. One possible explanation is that
emergent properties of microenvironment-associated abiotic
variables affect the turtle hatchling development. Recent
reports support this idea (Tezak et al, 2020; Tanabe et al,
2021).

Interestingly, although in situ nests showed lower
temperatures than ex situ nests, the average temperatures for the
incubation period, as well the mean maximum temperatures for
both conditions were above the thermal tolerance reported for
L. olivacea embryos (Valverde et al., 2010; Maulany et al., 2012).
Temperature is a chief parameter that determines brain, gonadal
and motor system development (Reece et al., 2002; Amiel and
Shine, 2012; Paredes et al., 2016; Amiel et al., 2017; Fleming et al.,
2020), as well embryo survival inside the nest (Robledo-Avila
et al., 2022). Thus, it likely also plays a major role in explaining
the observed phenotypes. However, its direct contribution could
not be determined.

Ex situ clutches showed a higher silt proportion, which
was negatively associated with hatchling development. Previous
studies have shown that successful embryo development occurs
in sandy substrates (grain diameter: 0.063-2 mm), whereas
substrates with a high silt content (grain size < 0.063) cause
mortality and diminished egg weight, reduced hatchling mass
and size, as well as lower fitness (Sarmiento-Ramirez et al.,

2014; Marco et al., 2017). The proportion of silt observed in
both incubation conditions was below the value described as
detrimental for embryo development (0.02; Abella-Pérez, 2011).
Thus, although its effects on neurogenesis, ovariogenesis, body
size, and motor abilities should not be ruled out, silt is unlikely
to completely explain the observed phenotypes. The proportion
of silt may affect moisture, gas exchange and/or microbial load
(Marco et al., 2017).

Alternatively, the scarce contribution of sediment size,
temperature, and moisture to completely explain the observed
phenotypes could result from procedural details. Sand
temperature was recorded before the thermosensitive period
began (developmental day 11), until turtle emergence to avoid
disturbing egg development. This interval includes the peak
of hippocampal neurogenesis and the critical window for sex
determination. Surface sand (10 cm deep) was sampled for
moisture and particle size measurements right after turtles
emerged. Future studies should record the temperature inside
the nest during the entire incubation period and collect sand
surrounding the eggs. This should verify the microenvironmental
contribution to the effects of clutch relocation on development
of sea turtle hatchlings. Moreover, future experiments should
measure temperature inside the nest to consider the effect of
metabolic heating on the observed phenotypes.

It must be noted that the ex situ incubation strategy, per se
likely did not directly affect hatchling development. However,
the combined effect of the incubation microenvironment was
probably directly to blame for the phenotypic effects. This
idea is supported by our prior study on the action of
ex situ nests on the configuration of the immune system
(Robledo-Avila et al., 2022).

Besides the measured abiotic factors, other variables
such as micro-biological ~parameters (Patino-Martinez
et al, 2012) may explain the developmental changes.
Recent split-clutch designs have highlighted the maternal
contribution to hatchling body size and self-righting response
(Kobayashi et al.,, 2020; Tezak et al, 2020). This study did
not consider the maternal component to privilege normal
conditions (i.e., leaving natural nests undisturbed). However,
parental origin, egg movement, and reburial should be
studied to identify the factors that determine the altered
phenotypes. These studies will result in recommendations
for hatchery management to maximize the developmental
potential of sea turtles.

CONCLUSION

Ex situ protection in hatcheries is undoubtedly the only choice if
in situ incubation is not viable. However, our results suggest that
this strategy can be associated with negative effects on sea turtle
phenotypes. This include reduced neurogenesis, ovariogenesis,
and motor performance during critical windows of development.
Our results suggest a synergic effect of environmental variables
on the observed phenotypes, but it was not possible to identify
a differential contribution of each factor alone. More research
should be done on the impact of ex situ incubation on cognitive,
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behavioral, and reproductive performance of juvenile or adult sea
turtles experimentally manipulating abiotic variables.
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VI. DISCUSION GENERAL

El manejo de las nidadas cuando son ejecutadas las estrategias de conservacion, las
caracteristicas de los habitats artificiales y los factores ambientales en estos, como la
temperatura, la humedad, la granulometria del sedimento, entre otros, pueden influir
directa y significativamente en los procesos bioquimicos vy fisiolégicos importantes para
el crecimiento, la reproduccion y la locomocion en las tortugas marinas (Dawson, 1975;
Cloudsley-Thompson, 1999). Previamente al presente estudio, Herrera-Vargas y
colaboradores (2017) demostraron que la reubicacidén de los huevos de L. olivacea a
sitios protegidos puede dar lugar a déficits en el desarrollo de las crias machos en
comparacion con los de los nidos in-situ. Debido a esto, es importante entender
algunos procesos fisioldégicos que pudieran estar alterados por la reubicacién de los

nidos en las crias hembras de L. olivacea

Este trabajo muestra que la reubicacién de los huevos tuvo un impacto negativo en el
tamano corporal, la neurogénesis y la ovariogénesis. Los resultados mostraron que las
crias de NH presentaron menor masay tamarfo corporal, menor neurogénesis y menor
ovariogenesis versus criasde NN. Estas diferencias parecieron estar relacionadas con
proporciones mas bajas de arena gruesa y mas altas de limo en los NH. Ditmer y
Stapleton (2012) demostraron que el éxito de eclosion aumenta con un tamano de
nidada mas grande y granos de arena grandes, por lo que, el tamano de grano del nido
afecta la duracion de la incubacion. Esta observacion tiene consecuencias importantes
para los proyectos que implican la transferencia a nidos ex-situ, los nidos no deben
transferirse a un criadero unico y homogéneo. Tal como lo presentan Milton y
colaboradores (1997) y Naro-Maciel y colaboradores (1999), las variaciones en las
caracteristicas de los sedimentos de criadero (como el tamano del grano y la
composicion mineral) podrian causar alteraciones en la temperatura durante la
incubacion y, en consecuencia, afectar la proporcién de sexos de las crias. Como se
puede ver, es necesario que los viveros de tortugas marinas mantengan las

caracteristicas sedimentarias similares a las del origen del nido.

Por otra parte, la temperatura y la humedad, en general, fueron importantes para el

desarrollo de las crias. Los NH presentaron menor contenido de humedad vy
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temperaturas mas bajas en comparacién con los NN. En los reptiles con determinacion
del sexo dependiente de la temperatura, el tamano de la cria esta determinado por la
temperatura ambiental. Estudios previos han demostrado que las crias incubadas en
temperaturas mas frias tienden a ser mas grandes (Booth et al., 2004; Ischer et al.,
2009; Booth et al., 2013), ya que se prolonga el periodo de incubaciéon (Booth et al.,
2004). Un estudio reciente mostrd una interaccion entre el componente materno, la
temperatura de la arena, la humedad y la longitud corporal en crias de la especie
Caretta caretta (tortuga boba), ademas, estos autores describieron los efectos
diferenciales de la humedad sobre la longitud del cuerpo a lo largo del desarrollo
(Tezak et al., 2020). Es por ello, que se ha sugerido que existen diferentes elementos
como el factor materno (masa inicial de los huevos. Wallace et al., 2006, Booth et al.,
2013), el tamaro de la hembra anidadora (Xavier et al., 2006; Chatting et al., 2018),
el gasto metabdlico (Rusli et al., 2016) y la absorcion de la yema (Stand, 2002), que

pueden contribuir a explicar las diferencias observadas en el tamario de las crias.

El tamafo corporal se correlaciona positivamente con la madurez sexual, el
rendimiento reproductivo y la supervivencia (Stearns y Koella, 1986). Siguiendo esta
premisa, los individuos de crecimiento lento tendran un menor rendimiento
reproductivo a lo largo de su vida, lo que repercutiria negativamente en el crecimiento
de la poblacion. Del mismo modo, los animales de crecimiento lento permanecen mas
pequefnos durante mas tiempo como juveniles, lo que podria aumentar el riesgo de
mortalidad por depredacion (Edmonds et al., 2021), teniendo los individuos mas
grandes una mayor probabilidad de supervivencia, ya que se ha demostrado que son
mas rapidos que el resto (Janzen, 1993; Irschick et al., 2005). Recientemente se ha
demostrado que las crias de L. olivacea con mayor masa corporal desarrollan una
mejor respuesta inmunitaria, Robledo-Avila y colaboradores (2022) demostraron
histolégicamente que la conservacion ex-situ promovié el desarrollo del bazo,
evidenciado por un mayor indice bazo-somatico y mayor densidad de agregados
linfoides peri-arteriolares. En los mamiferos asi como en los reptiles, el bazo es un
organo importante, ya que forma parte del sistema linfatico y es el centro de actividad
del sistema inmune desencadenando la defensa humoral, filtra la sangre y elimina los

eritrocitos viejos (Kassab et al., 2009; Zhang et al., 2019);
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Investigaciones sugieren que la temperatura de incubacion también puede influir en la
capacidad de aprendizaje (Deeming, 2004) inclusive en los reptiles. En un estudio
preliminar, Amiel y Shine (2012) descubrieron que las crias obtenidas de huevos de
Bassiana duperreyi (lagartija de 3 rayas gruesas) incubados bajo diferentes regimenes
de temperatura variaban en su capacidad de aprender la ubicacion de un refugio
seguro durante un ataque simulado de un depredador. Un mejor aprendizaje podria
mejorar la adquisicion de recursos o la evitacion de depredadores (Dukas, 2004), y por
lo tanto, favorecer cualquier mecanismo cognitivo subyacente asociado con la
capacidad de aprendizaje, por ejemplo, la atencién, la memoria espacial, la
discriminacion visual (Shettleworth, 2009). Estos efectos inducidos por la incubacion
pueden persistir durante gran parte de la vida del organismo, como se ha demostrado
en B. duperreyi con relacion al tamafo y a la capacidad locomotora (Elphick y Shine
1998). Aunado a esto, en tortugas marinas se ha observado una mayor capacidad de
enderezamiento y de desplazamiento hacia el mar, asi como una mayor velocidad en
el nado (Rivas et al, 2019; Fleming et al., 2021).

Otro aspecto importante durante el desarrollo prenatal y postnatal de los organismos
vertebrados es el proceso de la neurogénesis (Alvarez-Buylla y Garcia-Verdugo, 2002;
Garcia-Verdugo et al., 2002; Sawada y Sawamoto, 2013; Paredes et al., 2016), en el
que las células madre neurales dan lugar a nuevas células indiferenciadas. Las células
madre neurales persisten en la zona ventricular y en la zona subventricular dénde
ocurre la division celular (Cameron y Glover, 2015; Jin, 2016). En mamiferos, las
células madre neuronales situadas en la zona subventricular dan lugar a neuronas
diferenciadas en el hipocampo y algunas de estas células hijas se diferencian en
neuronas funcionales que participan en el aprendizaje, la memoria y en la cognicién

mediante la integracion en redes neuronales preexistentes (de Miranda et al; 2017).

En este trabajo se evaluaron dos acontecimientos importantes para la neurogénesis
temprana: la proliferacion de células en la zona ventricular y la integracion de neuronas
en corteza dorsomedial y medial. Los datos mostraron que la reubicacion de los nidos
redujo ambos procesos en las crias de tortuga. En los vertebrados, la neurogénesis

del hipocampo es un proceso altamente regulado y conservado, incluye procesos
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como la proliferacion, migracion, diferenciacion e integracion celular (Altman y Das,
1965; Gage, 2002; Bayer y Altman, 2004; Kuhn et al., 2016; McDonald y Vickaryous,
2018). La proliferacion celular y la integracion neuronal son necesarias para que
cualquier organismo pueda llevar a cabo tareas cognitivas ecol6gicamente relevantes,
como el aprendizaje espacial y la memoria, asi como la regulacion del eje HPA (Gould
et al.,1999; Deng et al, 2010). Algunos estudios sugieren que la parte dorsal del
hipocampo esta implicado en el aprendizaje y la memoria espacial, mientras que el

hipocampo ventral esta mas asociado a las funciones limbicas y esta implicado en

procesos como el estrés, la depresion o la ansiedad (Kheirbek y Hen, 2011; Hyer et al;

2016; Schoenfeld et al; 2016; Brooker et al; 2017; Loxton y Canales, 2017).

En los reptiles, las células recién nacidas del surco lateral y septomedial migran
durante varios dias y maduran como neuronas a medida que se acercan a las cortezas.
El pico de la neurogénesis se produce durante el desarrollo embrionario, sin embargo,
se sabe que este proceso persiste en etapas postnatales (McDonald y Vickaryous,
2018). De esta manera, es muy probable que las células BrdU+ que se han observado
en este trabajo sean progenitores neuronales. No obstante, se deberan realizar futuros
estudios de mapeo celular y confirmar el linaje celular producidas en las tortugas
marinas recién emergidas. Por otro lado, las crias de los NH mostraron un menor
nuamero de células proliferativas BrdU+ poco 6 horas después de la emergencia del
nido, lo que sugiere que un numero reducido de precursores neuronales migraran a
las cortezas y menos neuronas o células gliales se diferenciaran y se integraran en
circuitos funcionales. Al mismo tiempo, la menor densidad de células NeuN+
observada en las cortezas dorsomedial y medial de las crias de NH puede reflejar una
deficiente integracion neuronal, aun se desconoce si estas crias en etapas juveniles o
adultas tendran algun déficit para el rendimiento cognitivo y conductual a corto y largo
plazo. Sin embargo, la evidencia reciente en lagartos muestra que una alteracién en la
neurogénesis durante el desarrollo tiene efectos negativos ya sea en la vida temprana
o durante la edad adulta (Amiel et al., 2017; Dayananda y Webb, 2017). Asi, una
alteracion de la neurogénesis temprana en las tortugas marinas puede producir una
memoria espacial deficiente, rutas migratorias alteradas y dificultades para regresar a
la playa donde nacieron (filopatria). Asi mismo, se ha demostrado que el estrés
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prenatal modula el proceso de neurogénesis en la etapa adulta, aumentando la
probabilidad de desarrollar disrupciones neurobioldgicas y conductuales en edad
adulta (Kippin et al; 2015). Estudios en mamiferos especificamente en humanos han
establecido que la exposicidon de las madres embarazadas a situaciones sociales,
emocionales u hostiles puede hacer que su descendencia sea susceptible de padecer
enfermedades mentales como la esquizofrenia, la depresion y los déficits cognitivos
(Eisch et al., 2008; Provencal y Binder, 2014). Tanto la genética, las infecciones virales,
experiencias adversas o intervenciones antropogénicas prenatales desempenan un
papel crucial, ya que tienen la capacidad de suprimir la proliferacion celular en edad
adulta (Gould et al., 1999a) asi como la morfologia de las neuronas del hipocampo
(Gould et al., 1999b; Herrera y cols., 2017). Sin embargo, faltan mas estudios por
evaluar para determinar su efecto en las siguientes etapas de desarrollo en L. olivacea
ya que se ha demostrado que la exposicidbn a un entorno enriquecido, tareas de
aprendizaje o el ejercicio voluntario mejoran la neurogénesis del hipocampo
(Bekinschtein et al; 2011)

Del mismo modo, en este estudio se observa que la estrategia de incubacién en NH
se asocié a una disminucion en la proliferacion de células ovaricas en las crias de
tortuga, evidenciada por una baja en el marcaje de células BrdU+. Las hormonas
sexuales, que se clasifican en términos generales como estrégenos, progestagenos y
androgenos, se encuentran tanto en los machos como en las hembras, pero en
diferentes concentraciones. El estradiol es la forma de estrégeno dominante en
muchas especies y parece aumentar la proliferacién celular y previene la muerte de
las células en la zona subgranular, mediado a través de los receptores de estrégeno
(ERs; Trivino-Paredes et al., 2016). Se ha descrito que el desarrollo de las gonadas en
L. olivacea, comienza en el tercio medio de la incubacién (dia 16 de desarrollo), cuando
las células germinales primordiales se acumulan en la base de la cresta gonadal
(Merchant-Larios et al.,1997). En esta especie, las temperaturas célidas (32-33 °C)
promueven la formacién del ovario al estimular la produccion de estradiol y aromatasa
de la gbénada indiferenciada y los tejidos adyacentes: el mesonefros y las glandulas
interrenales (Wibbels et al.,1991,1993; Ewert et al., 2004; Freedberg et al., 2006; Diaz-
Hernandez et al., 2015,2017). En mamiferos la formacion de los ovarios comienza
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desde etapas tempranas del desarrollo, este proceso implica la segregacién de las
células germinales primordiales (PGC) de los linajes somaticos, la migracion desde el
saco vitelino y la colonizacién de las crestas genitales, donde contindan una amplia
proliferacion mitética que alcanza un valor maximo a los 18,5 dias después de la
fecundacién en ratas. Posteriormente, la actividad mitética disminuye, la mayoria de
las oogonias entran en meiosis para producir un conjunto de ovocitos detenidos en el
estadio diploteno de la primera divisidon meiotica, mientras que la actividad apoptética
se reanuda (de Felici et al., 2004).

El desarrollo ovarico normal proporciona un equilibrio entre la proliferacién y la
apoptosis de las células germinativas, que es el principal fenédmeno para establecer el
maximo potencial reproductivo de las hembras adultas (Poulain et al., 2012). El pico
mas alto de proliferacion de células ovéricas no se conoce para L. olivacea, sin
embargo, la foliculogénesis y la entrada del ovocito en la meiosis ocurren en los meses
3-5 posteriores a la eclosion (Merchant-Larios et al., 1989). No se han evaluado los
resultados de la reduccién de la proliferacion de células germinales en hembras de
tortugas jovenes o adultas. En roedores, la ausencia de células germinales no permite
el desarrollo del foliculo ovarico (McLaren, 1984) o resulta en la degeneracién del
foliculo (Ray y Potu, 2010; Bishop et al., 2019). En este estudio se puede observar
cualitativamente una disminucién en el tamafno del ovario, probablemente como
resultado de la reduccion de la proliferacion celular. En mamiferos, este efecto sugiere
cambios, como el retraso en la formacion de los ovarios o incluso la infertilidad
(Monniaux, 2018). Risti¢ y colaboradores (2019), demostraron que en ratas, la
exposicion prenatal a dexametasona (Dx) considerado como un glucocorticoide,
conduce a una nueva programacion del desarrollo del sistema reproductivo a nivel de
la glandula pituitaria y del ovario. En concreto, la exposicion a Dx durante el periodo
mas vulnerable del desarrollo de la hipéfisis redujo notablemente el nimero de células
gonadotrépicas, lo que contribuye en parte a la disminucion del volumen de toda la
glandula durante el desarrollo de la rata (Risti¢c et al.,, 2014). Los cambios que se
establecen durante el desarrollo fetal son de larga duraciéon y persisten durante el
desarrollo postnatal (Risti¢ et al, 2016). Otro estudio demostré que la exposicion

prenatal a Dx disminuye el numero de foliculos ovaricos primordiales, primarios y
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secundarios (Risti¢ et al., 2008), el volumen del ovario fetal y la tasa de proliferacion
de las células germinativas, mientras que la tasa apoptoética aumenta (Risti¢ et al.,
2019); en consecuencia, una reduccién en el numero de células germinativas en el
ovario puede relacionarse con la reduccion del potencial reproductivo en la hembra en
la edad adulta.

El periodo fetal es critico para el desarrollo de los ovarios y la futura fertilidad adulta,
ya que el numero final de ovocitos accesibles para la reproduccion de la siguiente
generacién se define en su mayor parte en ese momento (Poulain et al., 2012). Para
la biologia de un organismo el sistema reproductivo es muy importante, si se
experimentan impactos adversos en una ventana critica del desarrollo, la dindmica
normal del proceso de desarrollo del ovario puede verse alterada, con efectos a largo

plazo en la estructura y funcion del ovario (Risti¢ ef al., 2019).

No se descarta que algunos otros factores abidticos, otras variables como la
manipulacion durante la translocacion (Eckert y Eckert, 1990; Booth y Astill, 2001a, b;
Reece et al., 2002), los parametros microbiolégicos (Patino-Martinez et al., 2012) o
detalles de procedimiento pueden explicar los cambios de desarrollo. En futuros
estudios se deberia registrar la temperatura dentro del nido durante todo el periodo de
incubacion y recoger arena del centro del nido. Esto deberia verificar la contribucion
micro ambiental a los efectos de la reubicacién de la nidada en el desarrollo de las
crias de tortuga. Estos estudios daran lugar a recomendaciones para la gestion de los

criaderos con el fin de maximizar el potencial de desarrollo de las tortugas marinas.
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Resumen: El estrés se define como una respuesta fisiologica a un estimulo que el
organismo percibe como amenazante. En la naturaleza hay diferentes condiciones en que
los animales se encuentran sometidos a estrés, como lo es el estar en posibilidad constante
de ser depredado, la disponibilidad de alimento que a lo largo del afio puede variar por
cuestiones climaticas, o por las condiciones de conservacion del entorno, el proceso de

reproduccién que implica competencia y
constantes, que dependen en gran medida

el desarrollo que involucra retos fisiologicos
de todo lo anterior. Las tortugas marinas son

un ejemplo de una poblacién animal sometida a estrés principalmente por la actividad
antropogénica. La Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UINC)
considera a las 8 especies existentes de tortugas marinas como amenazadas o en peligro
de extincion. Es por ello que durante décadas, se han implementado estrategias de

conservacion, siendo una de las principales la creacidon de viveros para la incubacion de
los huevos en nidos artificiales, es decir hechos por el hombre. Al respecto se ha
especulado que la manipulacion, rotacidon o vibracién, a la que son sujetos los huevos

durante su traslado, asi como el ambiente

de incubacion artificial induce estrés cronico

embrionario, que pudiera afectar de manera negativa el desarrollo del organismo. Existe
evidencia de que el estrés cronico embrionario tiene efectos negativos a nivel fisiologico
en los organismos, entre ellos, en los niveles de la hormona indicadora de estrés (conocida
como, corticosterona, en reptiles), asi como en la morfologia de las neuronas de diferentes
areas del cerebro que presentan retraso en su desarrollo.

Palabras clave: Tortugas marinas, vivero, corticosterona.

Estrés

o uantas veces has
escuchado la palabra
‘d estrés? (Te suena

iliar? Estrés es una palabra que
cotidianamente se usa. Se escucha
tanto en el trabajo como en la escuela
y hospitales. Es muy comun oir
hablar de estrés, de hecho se
considera una enfermedad de la
sociedad moderna. Te has preguntado
(si los animales silvestres lo sufren?
Antes de continuar preguntémonos
(Qué es el estrés? ;Para qué sirve? y
(Realmente es como piensa la
mayoria, por entero negativo?

El estrés ;amigo o enemigo?

Un investigador llamado Selye en
1936 define al estrés como un factor
de alarma, en donde el individuo
presenta cambios conductuales y
fisiologicos (a nivel hormonal y
sistema nervioso central) para poder
responder de una manera mas
adecuada hacia él estresor que
comunmente se define como una
amenaza. El protagonista de la
respuesta neuroendocrina al estrés es

el eje Hipotalamo, hipodfisis o
pituitaria, adrenal (HPA). ;Como
funciona este mecanismo? El
organismo al detectar un evento
amenazante genera por parte del
hipotalamo un aumento en la
liberacion de la hormona liberadora
de corticotropina (CRH) y arginina
vasopresina (AVP). La presencia de
estas sustancias, estimula a la hipofisis
para que libere la hormona
adrenocorticotropa (ACTH) a la
circulacion general del cuerpo. Esta
actuia sobre la corteza de las glandulas
adrenales o suprarrenales induciendo
la sintesis y la liberacién de
glucocorticoides (Figl.), cortisol en
mamiferos o corticosterona en
reptiles. Esta hormona actia en
diferentes oOrganos teniendo una
funcion especifica. El eje HPA en
reptiles es similar a la descrita en otros
vertebrados (Linch, 1995), incluye
elementos similares como la
liberacion de la CRH, el cual es un
elemento clave del eje HPA presente
en el cerebro de tortugas (Bugnon et
al., 1984) el cual es similar al de los
mamiferos. Las neuronas
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paraventriculares presentan
terminales en la hipofisis que
responde a la liberacion de
ACTH (Mancera et al., 1991), lo
cual se ha descrito en Ila
adenohipofisis del lagarto
Cnemidophorus lemniscatus (Del

Conte, 1980).

Todo el proceso anterior
descrito, en conjunto acelera el
ritmo cardiaco, la respiracion y
aumenta la glucosa en todo el
cuerpo con el fin de tener la

Estrés
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iLas tortugas marinas se
estresan!

La practica de conservacion
mayormente llevada a cabo, no
solo en México sino a nivel
mundial, consiste en identificar
los nidos creados por las
hembras (NN), también
llamados nidos naturales y
trasladarlos a nidos hechos por
el hombre (NH) o artificiales en
una area de playa protegida
denominada vivero (Fig. 2).
Durante este proceso los huevos
son expuestos a movimientos de
rotaciébn o vibraciéon causada
por la manipulacién afectando
el desarrollo de los organismos
negativamente (Limpus et al.,
1979; Séonmez et al., 2011).

respuesta adecuada a cualquier
cambio que se perciba, como
evento inusual o amenazante. El
estrés ha sido un factor
importante durante la
evolucion, ha permitido que
especies de animales incluyendo
la nuestra hayan sobrevivido; es
por ello que Selye (1936),
menciona que un poco de estrés
es saludable. Pero jqué pasa
cuando el estrés sobrepasa los
limites adaptativos? ;qué pasa cuando
durante meses 0 afios se esta sometido
a angustia o peligro?

El enemigo y los animales silvestres
Si bien el efecto del estrés en los
animales domésticos ha sido bien
documentado, la severidad y el nimero
de factores de estrés que afligen a los
animales silvestres han sido
subestimados. Te preguntards si en
verdad los animales sufren de estrés, e
inmediatamente te vendra a la mente
iClaro, los animales en cautiverio! y si,
no te equivocas, las instalaciones en
donde se encuentran es percibida como
algo amenazante. Se sabe que los
animales que se encuentran en
cautiverio presentan mayor ansiedad e
incluso muestran miedo. Pero y jen la
naturaleza?, lo mas comun es pensar
que el unico estrés al que estan
sometidos los animales es el que
produce estar a merced del posible
depredador. Sin embargo los animales

Fig. 1 Regulacion del eje Hipotalamo-hipofisis-suprarrenal (HPA) de los
glucocorticoides. El nticleo paraventricular hipotalamico (PVN) recibe
informacidn del hipotalamo sobre un estimulo y del hipocampo. El PVN
libera hormona liberadora de corticotropina (CRH) y arginina
vasopresina (AVP) en la circulacion. CRH pasa a través de la ruta
vascular para acceder a la hipofisis, que responden con la liberaciéon
rapida de la hormona adrenocorticotréopica (ACTH). A su vez, la ACTH
alcanza la corteza suprarrenal donde se activa la sintesis y secrecion
de hormonas glucocorticoides. Los glucocorticoides regulan la
actividad del eje HPA, a través de la retroalimentacion negativa
actuando a nivel de la hipéfisis donde inhiben la liberacion de ACTH, y
al nivel del PVN donde inhiben la liberacion de CRH y AVP.

en su habitat tienen que enfrentar
circunstancias que suelen  ser
estresantes, como la competencia por
alimento, competencia para
reproducirse, enfermedades, etc. Sin
embargo la causa principal es la
perturbacion del hombre en sus
ambientes; que ha ocasionado pérdida
de habitat y contaminacion en ellos,
generando en los organismos presenten

un estrés cronico, teniendo
consecuencias muy negativas en las
poblaciones.

De esto tenemos cierto grado de
“conciencia” pero curiosamente hay
ejemplos en donde al pretender proteger
estamos dafiando sin saberlo. En dicho
contexto, el Laboratorio del Eco-
fisiologia Animal del Instituto de
Investigaciones sobre los Recursos
Naturales (INIRENA) se encuentra
realizando estudios sobre las practicas
de conservacion de tortugas marinas y
si estas medidas generan estrés en las
tortugas.

Los resultados obtenidos de
los estudios que se estan
llevando a cabo en el INIRENA
demuestran que los embriones
de la tortuga  Golfina
(Lepidochelys olivacea) incubados
en NH estan sujetos a estrés
cronico  embrionario, ;Las
razones? El ambiente
incubatorio del nido natural
versus nido artificial parece ser
muy diferente, es decir, al
parecer la mano del hombre no ha
podido semejar el nido que
naturalmente la tortuga construye.
Herrera- Vargas et al., 2017, mostraron
que efectivamente los embriones/fetos
de tortugas incubadas en nidos de vivero
sufren de estrés cronico embrionario
con efectos negativos a corto y largo
plazo en la salud de los individuos.

Otro aspecto que se ha abordado es
el efecto del estrés cronico en el proceso
de neurogénesis. La neurogénesis se
define como el nacimiento y
proliferacién de neuronas nuevas en el
cerebro (Lledo et al., 2006). El estrés es
un factor importante en la regulaciéon de
la neurogénesis. Se sabe que el estrés
crénico puede ocasionar alteraciones en
ciertos sistemas metabolicos, teniendo
como consecuencia una disminucion en
la neurogénesis (Abush & Akirav, 2013).
Se ha demostrado que la exposicién a
diferentes estimulos estresantes, como el
olor de un depredador, un choque
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eléctrico, la representacion jerarquica en
un grupo social, entre otros, disminuye
la supervivencia de las nuevas células en
el hipocampo (Dagyte et al., 2009).

El proceso de neurogénesis es
mucho mas activo durante el desarrollo
embrionario. Entonces, si ha sido
demostrado que las tortugas golfinas
incubadas en nidos hechos por el
hombre presentan estrés durante su
desarrollo, podriamos pensar que estas
tortugas ;presentan efectos negativos en
el proceso de neurogénesis? La
respuesta es si. Nuestros estudios han
demostrado que las tortugas que son
incubadas en nidos hechos por el
hombre presentan una disminucién en
el nimero de células nuevas en el
cerebro (Fig3.).

El eje HPA en mamiferos y reptiles
ha sido conservado durante Ia
evoluciéon y los mecanismos por los
cuales es mediada su funcién fueron
conservados a lo largo de su historia
evolutiva (Ottaviani & Franceschi,
1998). Todo lo anterior en conjunto,
nos lleva a concluir que las tortugas
incubadas en NH seran tortugas que
presentaran procesos de memoria y
aprendizaje alterados (Bennett, 2008).

En conclusién, estos resultados
sugieren que los huevos incubados de
manera artificial son sometidos a estrés
cronico durante su desarrollo, lo cual
podria estar afectando al momento de la
emergencia, incluso a lo largo de
su vida. Por lo tanto la —
incubacion artificial es una
practica que se debe de ejercer
con mucho cuidado, teniendo en
cuenta que la manera ideal de la
incubacion de los huevos sea de
manera natural. Tomando en
cuenta los efectos negativos de
los viveros se deberan seguir
realizado investigaciones, asi
como reforzar el manejo
adecuado para la conservacion
de las tortugas marinas, no solo
en México sino a nivel mundial.

05

04

03

02

Densidad del nimero de células en el vertriculo / mm?

Pues ahora jya lo sabes!, Hay
que cuidar el medio ambiente y
a las poblaciones silvestres y
iproteger!, pero de manera
adecuada.

Fig. 2. Fotografia que muestra el desove de la
tortuga marina (a), el traslado y manipulacion de
los huevos (b), huevos incubados en nidos hechos
por el hombre (NH) en los viveros (c)
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