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Resumen

Las tortugas marinas presentan dentro de sus adaptaciones evolutivas, la presencia de un caparazén
compuesto de dos partes, una dorsal (carapacho) y una ventral (plastrén). Consiste en placas
dérmicas osificadas sobre las costillas, recubiertas por una serie de apéndices epidérmicos
denominados escudos. Durante el periodo de desarrollo embrionario, los embriones son

susceptibles a perturbaciones ambientales, las cuales se traducen en anomalias en su fenotipo.

El carapacho de las tortugas es un modelo perfecto para la medicion de que tanta desviacion
respecto al plano simétrico se presenta en el mismo tanto en el lado derecho como en el izquierdo,
ya que no solo contiene puntos de referencia biolégicos aceptables, sino que es susceptible el
mismo a cualquier tipo de perturbaciones ambientales que provoquen estrés a lo largo de su vida.
Se considera a la medicién de la asimetria que el organismo presenta como un parametro del
impacto de la variedad de condiciones estresantes durante este periodo de desarrollo embrionario.
La asimetria del carapacho generalmente consiste en la adicion o fusién de los escudos en cualquiera
de sus lados. Lepidochelys olivacea es una especie Unica, caracterizada por una gran variabilidad en

sus patrones de escudos en su caparazon.

La temperatura juega un rol importante en el desarrollo de los embriones ectotérmicos,
influenciando no solo en la supervivencia de los neonatos en temperaturas demasiado altas o bajas,
sino también en adquirir ciertos atributos, incluyendo el sexo. Ademas, se le ha atribuido, en algunos
estudios, ser la causa de los cambios morfolégicos observados en los neonatos, incluido el

incremento en el nimero de escudos.

El objetivo de este estudio fue evaluar la relacién entre la temperatura de incubaciéon con la
asimetria de carapacho de los neonatos de Lepidochelys olivacea incubados en condiciones
relocalizadas en el tortugario del Area de Usos Mdltiples Hawaii -AUMH-, Santa Rosa, Guatemala.
Para lograrlo, se replicaron las condiciones de anidacién seleccionadas por las hembras anidadoras
en 5 nidos relocalizados, utilizando dispositivos termosensitivos para la toma de la temperatura

durante el periodo de incubacién.

Se estimaron los datos morfométricos del carapacho de 210 neonatos pertenecientes a los 5 nidos
relocalizados en el tortugario del AUMH, generados por la toma de fotografias. Se midié el tamafio

de cada uno de los escudos costales en el carapacho de los neonatos, sirviendo como base para la



obtencién del indice de Inestabilidad de Desarrollo (DIx), cuyos valores fueron interpretados y

tomados como la asimetria de los escudos en el carapacho de los neonatos evaluados.

Basandose en los datos obtenidos mediante una correlacién de Kendall y una prueba de Jonckheere-
Terpstra, se identificd la existencia de una influencia directa por parte de las temperaturas de
incubacién sobre la asimetria del carapacho de neonatos de L. olivacea dentro del tortugario del
AUMH. Se obtuvo que, en valores de temperaturas extremas tanto altas como bajas, asi como en
altos rangos de variacidn durante el periodo de desarrollo embrionario, los neonatos presentaban
una mayor asimetria. Sin embargo, a temperaturas bajas, se presentaron menores valores de
asimetria en el carapacho de los neonatos. La influencia de la temperatura radica principalmente en
el efecto que presentan sus valores maximos sobre la tasa de velocidad de la divisién somatica; en
laformacion y diferenciacién de tejidos y proteinas del caparazon; en las interrupciones que puedan
causar en los sistemas bioldgicos de comunicacidon celular, asi como en los mecanismos de

formacidn de escudos y sus diferentes patrones.

Este estudio indica el rol de la temperatura de incubacién sobre uno de los cambios fenotipicos mas
visibles en las tortugas. Sin embargo, es necesario generar mas evidencia respecto a qué otros
factores influyen en la asimetria, tales como la genética y otros estresores ambientales. También es
necesario analizar la relacién que presenta la asimetria del carapacho con otros caracteres de

desarrollo embrionario, asi como la posibilidad de una relacién con la aptitud de los organismos.



Introduccién

Las tortugas marinas, pertenecientes al orden Testudines, son de los vertebrados mds antiguos,
caracterizados por pasar toda su vida en el mary regresar a tierra Unicamente a anidar y colocar sus
huevos, para que se lleve a cabo el proceso de incubacidon y emergencia de los neonatos que
emprenderan su viaje hacia el océano (Meylan & Meylan, 2000). Estos reptiles presentan una serie
de adaptaciones para el hdbitat marino, teniendo un cuerpo con forma hidrodindmica de
extremidades planas en forma de remo para una mayor eficiencia y rapidez de nado; glandulas
excretoras de excesos salinos que se encuentren en su cuerpo; un sistema interno que le permite

bucear, entre otras (Chacon, et al., 2007; Castro, 2015; Meylan & Meylan, 2000).

Estas especies carecen de cuidado parental, por lo que la eleccion del sitio de anidacion por parte
de la madre determina en gran parte la supervivencia de las crias; ya que los factores ambientales
en los que se desarrollardn durante su periodo de incubacion influyen en su desarrollo (Frazier,
2001; Miller, 1985; Morales-Mérida, 2013; Williamson, Evans, & Reina, 2017). Durante el periodo
de desarrollo embrionario, los embriones son susceptibles a perturbaciones y factores como: la
temperatura, humedad, flujo de gases, disponibilidad de oxigeno, erosién, entre otros (Williamson,

Evans, & Reina, 2017).

Existe un debate sobre las principales explicaciones de las anomalias observadas en la morfologia
de los neonatos. Algunos autores consideran que son causadas por perturbaciones experimentadas
por los embriones durante el desarrollo (Lynn & Ulrich, 1950; Ozdemir & Tiirkozan, 2006; Bujes &
Verrastro, 2007; Cherepanov, 2014; Moustakas-Verho & Cherepanov, 2015). Otros autores sugieren
gue las anomalias son causadas por variaciones genéticas (Cherepanov & Malashichev, 2018;
Hewavisenthi & Parmenter, 2001; McKnight & Ligon, 2014; Velo-Artdn, Becker & Cordero-Rivera,
2011).

Un parametro del impacto de la variedad de condiciones estresantes durante este periodo de
desarrollo embrionario puede ser la medicion de la asimetria que el organismo presente, el cual ha
servido también para indicar cdmo un organismo posee la habilidad de producir un fenotipo
determinado bajo ciertas condiciones, o mejor conocido como Inestabilidad de Desarrollo (Davis &

Grosse, 2016).



La asimetria es cuantificada en rasgos estructurales de un organismo que deberian ser de simetria
bilateral, pero presentan desviaciones menores respecto a esa simetria con diferencias medibles
entre los lados izquierdo y derecho (Bancild, et al.et al., 2012; Goessling, et al.et al., 2017). El
carapacho de las tortugas contiene puntos de referencia biolégicos aceptables para medir la
asimetria, sumado a que el caparazén representa el genotipo por interacciones ambientales de un
individuo a lo largo de su vida, siendo susceptible el mismo caparazén a cualquier tipo de
perturbaciones ambientales que provoquen estrés a lo largo de su vida (Bancila, et al.et al., 2012;

Goessling, et al., 2017; Rivera & Claude, 2008).

Las tortugas también son vulnerables a impactos agudos, crénicos o acumulativos a lo largo de su
vida. Es por eso que el monitoreo del impacto de estresores ambientales en los sistemas bioldgicos
es de suma importancia para mejorar el manejo y sustentabilidad de la diversidad bioldgica dentro

de estos sistemas (Depledge y Galloway, 2005).

Lepidochelys olivacea es una de las especies de tortuga marina mas pequefia, que presenta una
distribucién circumtropical que abarca los océanos Pacifico, indico y Atlantico (Varo-Cruz, Monzén,
Carrillo, Clabuig, & Liriz-Loza, 2015). Esta especie es considerada la tortuga marina mas abundante
del planeta y una de las mas explotadas (Abreu-Grobois & Plotkin, 2008; Varo-Cruz, Monzédn,
Carrillo, Clabuig, & Liriz-Loza, 2015). Muchos aspectos de su biologia y ecologia contindan sin

conocerse (Varo-Cruz, Monzén, Carrillo, Clabuig, & Liriz-Loza, 2015).

El objetivo de este estudio fue evaluar la relacién entre la temperatura de incubacion con la
asimetria de carapacho de los neonatos de Lepidochelys olivacea incubados en condiciones
relocalizadas en el tortugario del Area de Usos Mdltiples Hawaii -AUMH-, Santa Rosa, Guatemala.
Esto se logré mediante la estimacion de los niveles de asimetria de carapacho en los neonatos y el
analisis de la relacion de esta asimetria con la temperatura de incubacién. Para llevar a cabo lo
planteado, se recopilé informacién pertinente a la biologia de anidacion de las tortugas hembra de
L. olivacea como la morfologia del nido (profundidad y ancho), distancia a la vegetacion y linea de
marea alta, para replicarlo en nidos relocalizados donde se posea una mejor vigilancia de estos. Al
momento de la relocalizacidn se colocaron aparatos termosensitivos (dataloggers) con los que se

tomé la temperatura de incubacidn de los nidos para los andlisis posteriores.



Se identificé una relacién directamente proporcional entre los extremos temperatura de incubacion
y sus variaciones, y la asimetria del carapacho. Esto significa que se observé una mayor asimetria en
el carapacho de los neonatos en valores de temperaturas extremas, tanto de temperaturas altas
como temperaturas bajas, asi como en rangos de variaciéon durante el periodo de incubacién. Las
temperaturas altas y muy bajas juegan un rol importante en la interrupcion de la formacién y
diferenciacién de los tejidos y proteinas del caparazén, asi como en la formacion de escudos y sus

diferentes patrones.

Antecedentes

1. Tortugas Marinas

Las tortugas marinas son un grupo de vertebrados, con dataciones fdsiles desde el Jurasico,
caracterizado por pasar la mayor parte de su vida en el océano (Frazier, 2001). Estos reptiles
presentan una serie de adaptaciones para el habitat marino, como la forma hidrodindmica de su
cuerpo, extremidades planas en forma de remo para una mayor eficiencia y rapidez de nado;
glandulas excretoras de excesos salinos que se encuentren en su cuerpo; sistema interno que le
permite bucear y permanecer por largos lapsos de tiempo sumergidas bajo el agua; asi como la
presencia de un carapacho de queratina y pocos elementos dseos que les permite defenderse de
los depredadores (Chacén, et al., 2007; Castro, 2015; Meylan & Meylan, 2000). Otra caracteristica
distintiva de las tortugas marinas es la reduccién de la habilidad de retraer sus cabezas dentro de su
caparazon, debido a que sufren una hipertrofia muscular en el tronco que les permite tener mayor
poder de nado en las aletas delanteras (Hendrickson, 1980; Meylan & Meylan, 2000). Las tortugas
marinas también presentan una columna vertebral reducida y carecen de dientes, teniendo en su
lugar un pico formado de queratina, la cual varia en cantidad segun la especie y los habitos

alimenticios que presente (Frazier, 2001).

1.2 Especies de tortugas marinas

Las especies de tortugas marinas extantes se encuentran distribuidas en dos familias: Cheloniidae y
Dermocheliidae. La familia Dermocheliidae cuenta con un carapacho sin placas o escamas,
teniéndolo cubierto por una gruesa capa de piel parecida al cuero (Secretaria Pro Tempore de la
Convencion Interamericana para la Proteccidon y Conservacion de las Tortugas Marinas -CIT-, 2004).
La Unica especie representante de esta familia es la Baule (Dermochelys coriacea), distribuida en

latitudes templadas, la cual presenta aletas con diferente proporcidn y estructura que las demas



especies, permitiéndole desarrollarse en un ambiente peldgico y bucear a grandes profundidades
(Pritchard & Mortimer, 2000). Esta especie se caracteriza por la presencia de quillas, una serie de
siete crestas en su caparazoén suave, las cuales se encuentran relacionadas con el manejo de flujo

laminar asociado a nado de alta velocidad (Hendrickson, 1980, p.27).

La familia Cheloniidae se caracteriza por la presencia de un carapacho de queratina recubierta con
escudos evidentes, escamas en sus extremidades y ranfoteca bien desarrollada (CIT, 2004; Lutz &
Musick, 1996). Dentro de esta familia se encuentran 6 especies: la tortuga verde (Chelonia mydas),
cabezona/caguama (Caretta caretta), plana (Natator depressus), carey (Eretmochelys imbricata),

golfina (Lepidochelys kempii) y parlama (Lepidochelys olivacea).

La tortuga verde presenta un caparazon de 120 cm de largo (Longitud recta de caparazén —SCL-, por
sus siglas en inglés) con cuatro pares de escudos costales; una escama prefrontal en su cabeza y una
garra en cada extremidad anterior; una migracién bien definida, orientada principalmente a la costa,
asi como una dieta herbivora (Pritchard & Mortimer, 2000, p.28). La cabezona/caguama presenta
una cabeza triangular grande con dos escamas prefrontales; un caparazén con cinco pares de
escudos costales; extremidades relativamente cortas y con dos garras en cada extremidad anterior
(Pritchard & Mortimer, 2000, p. 32). Luego esta la tortuga plana, restringida a las costas de Australia
y Oceania, con un caparazén de 100 cm (Longitud curva de caparazén -CCL-, por sus siglas en inglés)
de textura mds suave, plano y con cuatro pares de escudos costales; asi como tres pares de escamas
post orbitales y un par de escamas prefrontales en la cabeza (Pritchard & Mortimer, 2000, p. 30). La
carey presenta un caparazén de aproximadamente 90cm (SCL) con escudos imbricados, cuatro
pares de escudos costales; con una cabeza con dos pares de escamas pre frontales y dos garras en

cada extremidad anterior (Pritchard & Mortimer, 2000, p. 31).

Por ultimo, las tortugas lora y parlama o golfina, son especies pertenecientes al mismo género
(Lepidochelys), las cuales se caracterizan por presentar poros infra marginales en su plastrén (region
ventral), asociados a la salida de la glandula de Rathke, la cual se cree esta relacionada con la
comunicacién intraespecifica para la anidacion masiva, tener una funcidon antimicrobiana o de
secrecién hormonal (Varo-Cruz, Monzén-Argiello, Carrillo, Calabuig, & Liriz-Loza, 2015); y por un
comportamiento de anidacion en arribada, en la cual cientos de tortugas hembra anidan en una
misma playa durante la temporada de anidacidon (Wyneken, 2004). La diferencia entre ambas es que

L. kempii es endémica de la region del Golfo de México, es ligeramente mas grande, presenta cinco



pares de escudos costales en su caparazén y dos escamas prefrontales en su cabeza. Mientras que
la L. olivacea es de menor tamaiio, con un caparazén corto y ancho, cinco a nueve pares de escudos
costales; configuracién asimétrica, dos garras en cada extremidad y dos pares de escamas

prefrontales (Castro, 2015; Pritchard & Mortimer, 2000).

1.2.1 Especies que anidan en las playas de Guatemala

En Guatemala, en la costa del Pacifico, anidan dos especies, de manera solitaria. La parlama,
Lepidochelys olivacea, es la especie con un patrén de anidacion mas frecuente (Consejo Nacional de
Areas Protegidas -CONAP-, 2015); y la tortuga Baule (Dermochelys coriacea), sin embargo, en los
ultimos afios se ha observado una severa disminucion de la poblacién anidadora de Baule en la costa
sur del pais (Consejo Nacional de Areas Protegidas -CONAP-, 2015). En la costa del Atlantico, anidan
las tortugas Carey (Eretmochelys imbricata), Baule (Dermochelys coriacea), Caguama (Caretta
caretta) y Verde (Chelonia mydas), siendo las dos ultimas las de mayor frecuencia de anidacion

(CONAP, 2015).

1.2.1.1 Lepidochelys olivacea (Eschscholtz, 1829)

La parlama (Lepidochelys olivacea) es una especie con distribucion amplia a nivel mundial,
ubicdndose principalmente en aguas tropicales y subtropicales (Barrientos-Mufioz, Ramirez-
Gallego, & Paez, 2014). Se reconocen dos grandes stocks para esta especie en los Océanos indico y
Pacifico Oriental, siendo las principales dreas de anidacidon la costa noreste de la India y desde el
suroeste de México hasta Costa Rica (Barcenas, 2009). Presenta un carapacho liso, elevado, de
coloracién gris olivacea y ligeramente tectiforme (en forma de tienda de campafia) en adultos, y con
alta proyeccion vertebral en los juveniles (Castro, 2015; Pritchard & Mortimer, 2000). Presenta cinco
a nueve pares de escudos costales frecuentemente con una configuracién asimétrica y una longitud

aproximada de 66cm (Castro, 2015, Eckert et al, 2000; Montes, 2004).

1.3 Amenazas a las tortugas marinas

Las tortugas marinas se encuentran catalogadas en peligro de extincién o vulnerables en la Lista
Roja de la IUCN y en el catdlogo | de la Convencién Internacional de Especies Amenazadas de Fauna
y Flora Silvestre (CITES) (CITES, 2017; IUCN, 2018). Las poblaciones de las diferentes especies de
tortugas marinas han sufrido grandes declives debido principalmente a factores como la captura

incidental por pesqueria; el desarrollo costero respecto al aumento en infraestructura en los sitios



de anidacion; la destruccién de héabitats criticos; la contaminacién de los mares; la comercializacion
y extraccién de los huevos en las playas de anidacién y el aprovechamiento directo (IAC Sea Turtle,
2014; Montes, 2004; Grupo Especial en Tortugas Marinas UICN/CSE, 2010; Muccio, Ortiz y Martinez,
2008).

Para la captura de los principales peces y camarones, se utiliza un sistema de pesca conocido como
palangre. Este consiste en un monofilamento de nylon que corre horizontalmente sobre el agua,
con anzuelos con carnada dispuestos perpendicularmente en los extremos de lineas secundarias
(Chacén & Arauz, 2001; Montes, 2004). Las tortugas se enredan en estas redes de pesca, y segun el
grado de enredo estas pueden llegar a sufrir de amputaciones de alguna extremidad o

estrangulamiento (Montes, 2004).

El incremento de infraestructuras en las zonas costeras transforma el paisaje al incrementar la
erosidn, disminuyen las areas disponibles para anidacion de las tortugas, incrementan la
contaminacidon luminica y alteran las condiciones del sustrato, posiblemente afectando Ia

incubacién de los huevos y el comportamiento de las crias (Barcenas, 2009).

Una de las principales amenazas inducidas por el humano es la contaminacidn por el mal uso de los
plasticos, que gracias a sus caracteristicas, pueden movilizarse grandes distancias hasta establecerse
en los sedimentos, donde pueden persistir por mucho tiempo (Derraik, 2002). En un estudio
realizado en Brasil por Rizzi y colaboradores (2019), demostraron que los principales tipos de
plasticos ingeridos por juveniles de tortugas carey y verde principalmente, eran aquellos de color
blanco o café y consistencia dura o flexible, debido a que en esta fase juvenil no presentan una dieta

especializada por lo que confunden el plastico con una posible presa.

La contaminacion luminica puede desalentar a la hembra a elegir la playa como sitio de anidacién,
asi como desorientar a los neonatos, al dirigirlos en direccién contraria al océano o hacerlos moverse

en circulos, disminuyendo sus probabilidades de supervivencia (Salmon, 2006).

Los huevos de tortugas marinas son utilizados con fines comerciales, para consumo humano, ya sea
legal o ilegalmente (Varo-Cruz, Monzén-Argiello, Carrillo, Calabuig, & Liriz-Loza, 2015). En
Guatemala se instituyd la Resolucién No. 01-21-2012 por el Consejo Nacional de Areas Protegidas-
CONAP-, en el que se aclara que los recolectores de huevos de parlama deben donar el 20% del nido

hacia el tortugario local autorizado legalmente por CONAP (CONAP, 2015). Esta practica es realizada



por las comunidades costeras como fuente de ingreso econdmico, vendiéndolos en mercados

locales o exportandolos a la ciudad capital (Zelaya, 2016).

2 Ciclo de vida de las tortugas marinas

El ciclo de vida de las tortugas marinas inicia en las playas de anidacidn, las cuales son sitios donde
las hembras anidadoras llegan, normalmente de noche, a colocar sus huevos. Las tortugas muestran
una gran fidelidad de sitio en la eleccion de los sitios de anidacion, sugiriéndose con base en
evidencia que los habitats de anidacion usados por una hembra adulta se encuentran localizados
dentro de la regién donde ésta nacié (Lutz, Musick, & Wyneken, 2003; Mazaris, Matsinos, & Pantis,

2009).

Las hembras salen del mar y suben la pendiente de la playa y eligen el sitio donde quieren colocar
los huevos dentro de un area en especifico (Kamel & Mrosovsky, 2005), el cual tiende a ser por
encima de la linea de marea alta para evitar inundaciones por el aumento del nivel del mar (Musick,
2002). La eleccidn de sitio, por parte de la madre, ha sido sugerida como un comportamiento
hereditario y capaz de demostrar el potencial evolutivo de cada individuo (Kamel & Mrosovsky,
2005). Al ser elegido el sitio, comienzan a limpiar el area con sus extremidades y luego comienzan a
retirar arena con sus aletas traseras, formando el nido en forma de un cantaro a profundidades que

varian segun la especie (Lutz, Musick, & Wyneken, 2003).

En el nido, la hembra pueden poner de 50 a 130 huevos, dependiendo de la especie y el proceso
puede tardarse de 1 a 2 horas (Lutz, Musick, & Wyneken, 2003). Al terminar de poner los huevos,
tapa el nido con la arena que removid previamente, hasta llenar el agujeroy luego golpea su plastron
contra la arena para aplanar el area; moviéndose a lo largo de la misma formando una forma de
“U”, mecanismo para confundir a los depredadores respecto al sitio exacto del nido. Finalmente, se
dirigen hacia el mar, dejando a sus crias sin cuidado parental, limitando la sobrevivencia de los
neonatos a la contribucidon energética de cada huevo y a la seleccidn de sitio de anidacién (Azanza,

2009; Davenport, 1997; Witherington, Hirama, & Mosier, 2011).

El desarrollo embrionario de las tortugas marinas abarca 31 estadios, con una duracién de 40-55
dias. Las tortugas marinas poseen un mecanismo de determinacion de sexo por temperatura (TSD
por sus siglas en inglés), donde existe un periodo termosensitivo (estadio 16-21) en el que las

temperaturas afectan la proporcién de sexos obtenidos en las crias (Merchant, 2000). La



10

temperatura de incubacién se compara con la temperatura pivotal, siendo una temperatura
acumulativa en la cual se obtiene una proporcién de sexo de las crias 1:1 (hembra: macho), con
valores variables entre una especie y otra. En este contexto, se obtienen hembras a temperaturas
mayores y machos a temperaturas menores que la temperatura pivotal (Girondot, Fouillet, & Pieau,

1998).

La fototaxis positiva es la tendencia de un individuo de moverse hacia la fuente de luz (Scott, 2005).
En el océano, la luz es reflejada por el océano y permite que se dirijan hacia el horizonte donde hay
mavyor brillo en la superficie ocednica (Tuxbuy & Salmon, 2005). Los neonatos, al culminar el periodo
de incubacion, utilizan la intensidad de la luz y la elevacién del horizonte, para realizar fototaxis
positiva y de esta manera dirigirse hacia el horizonte del océano, donde hay mayor intensidad de

luz que en la tierra.

La filopatria es el proceso durante el cual un individuo al alcanzar la madurez reproductiva, regresa
a anidar a las mismas regiones donde nacié (Brothers & Lohmann, 2018). Durante su trayectoria
hacia el oceano, los neonatos perciben informacion de factores fisicos respecto a las firmas
magnéticas del area en la que nacieron, asi como elementos especificos del campo magnético como
la inclinacién e intensidad, misma informaciéon que utilizaran posteriormente para regresar
(Brothers & Lohmann, 2018). Al emprender su viaje mar adentro, los neonatos tienen de 24 a 48
horas de energia disponible para su movilizacién, almacenada en los remanentes de vitelo.
Conforme se va agotando esta reserva, los neonatos pierden el impulso causado por la adrenaling,
por lo que en esta fase no presentan nado activo y se encuentran flotando en la superficie del
océano, utilizando las corrientes para su movilizacion (Hays, Fossette, Katselidis, Mariani, &

Schofield, 2010).

Durante la transicién de neonato a juvenil, las tortugas entran en una fase pelagica dentro de la cual
se encuentran normalmente cerca de los pastos marinos o en lineas de deriva cerca de los bordes
de grandes corrientes; sin embargo, se conoce esta etapa como los afios perdidos debido a que no

se conoce con precision lo que ocurre (Meylan & Meylan, 2000).

Cuando las tortugas sobreviven y llegan a la madurez sexual, alcanzan la etapa adulta, se dirigen de
los sitios de alimentacion a sus largas migraciones hacia las areas de reproduccién, para luego poder

llevar a cabo el proceso de anidacion. et al.et al.
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3 Desarrollo embrionario de tortugas marinas

Una vez fertilizado el évulo, éste continla desarrollandose hasta llegar a gastrula, fase en la cual se
mantiene mientras permanece en el oviducto de la madre en donde se forma la estructura completa
del huevo: yema, albuminay cascardn, y permanece en este arresto de desarrollo hasta el momento

en el que es depositado en el nido (Miller, 1985; Frazier, 2001, Williamson, Evans, & Reina, 2017).

Este arresto de desarrollo mantiene a los embriones sin una division celular activa ni crecimiento,
fase que ha demostrado ser de ventaja para las madres, ya que estas pueden retrasar la oviposicion
por dias o meses hasta que considere que las condiciones son éptimas para continuar con el proceso
de anidacion (Williamson, Evans, & Reina, 2017). Otra ventaja es que este arresto permite
asegurarse que todos los embriones se encuentran en el mismo estadio de desarrollo al momento
de ser puestos, facilitando la sincronizacidn del desarrollo y emergencia de neonatos dentro del nido
sinimportar cuando hayan sido ovulados, evitando el incremento de depredacién y costo energético
de escapar del nido (Rusli et al. 2016; Williamson, Evans, & Reina, 2017). Al momento de pasar del
ambiente hipdxico del oviducto hacia un ambiente normoxico dentro del nido, se induce el
rompimiento de la fase de arresto de desarrollo, hasta 12 horas después de la oviposicion

(Williamson, Evans, & Reina, 2017).

Los huevos son casi esférico, con una cascara calcdrea (con cristales de aragonita) de tipo
apergaminado y flexible, sin estar turgente durante la oviposicidn, permitiéndoles resistir el impacto
contra la arena u otros huevos al caer desde la cloaca de la tortuga hacia el interior del nido (Frazier,
2001; Miller, 1985; Morales-Mérida, 2013). Esto, sumado al arresto de desarrollo que presentan los
huevos, les permite sobrevivir a movimientos y rotaciones propias del proceso de oviposicidn. Sin
embargo, luego de 2 a 6 horas de haber sido puesto, el embridon puede morir por movimientos
inducidos a los huevos, ya que en este momento comienza el crecimiento de membranas que se
adhieren al vitelo dentro de la cascara, las cuales pueden desprenderse si se mueven (Ahmad,

Zulkifli, Mohd, Razak, & Azman 2004; Morales-Mérida, 2013).

Durante la incubacién se dan 31 etapas de desarrollo embrionario, ocurriendo de la etapalala5
la induccién de la oxitocina de la oviposicidn, la formacién de la cabeza y el inicio de un intestino
grueso. En la etapa 6 a 10, ocurre una diferenciacion del notocordio, los pliegues neurales,
evidenciacion del intestino anterior, crecimiento de extremidades y presencia de cola. Durante las

etapas 11 a 18 se inicia la formacidn del carapacho, procesos maxilares, diferenciacion del corazon,
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diferenciacién de génadas por temperatura y hendiduras faringes; mientras que en las etapas 19 a
31, concluye la formacidn de la cdscara, el desarrollo del carapacho, escamas y extremidades, asi
como los procesos pigmentarios (Miller, 1985; Morales-Mérida, 2013). Una vez cumplidas las
etapas, eclosiona el neonato y emprende su transicidén hacia la fase juvenil, y aquellas tortugas que

sobreviven, alcanzan la fase de adultos (Frazier, 2001).

3.1 Carapacho de tortugas

El caparazdn de las tortugas es considerado la novedad mas evidente del clado Testudines, y se cree
que desencadend su diversificacion (Zimm, Bentley, Wyneken, & Moustakas-Verho, 2017); estd
compuesto por una armadura dorsal denominada carapacho y por una armadura ventral
denominada plastron (Moustakas, 2008). El carapacho estd formado por costillas, vertebras,
claviculas, interclaviculas y una osificacion reciente cubierta por un arreglo de estructuras
epidérmicas denominadas escudos (Wyneken, 2001; Zimm, Bentley, Wyneken, & Moustakas-Verho,

2017).

La formacién del carapacho en los embriones de tortugas marinas ocurre inicialmente con la
formacidn de la cresta carapacial en estadios tempranos (primer tercio de desarrollo), la cual actia
como un centro lateral organizador para patrones de escudos subsecuentes del carapacho (Zimm,
Bentley, Wyneken, & Moustakas-Verho, 2017: Cherepanov, Malashichev, & Danilov, 2019; Zimm,
2019). Posteriormente se da la aparicion de pequeios engrosamientos epidérmicos denominados
placodas (Moustakas, 2008; Cherepanov, 2014; Moustakhas-Verho, et.al., 2014; Moustakhas-Verho
& Cherepanov, 2015; Maffucci, Pace, Affuso, Ciampa, Treglia, Pignalosa, & Hochscheid, 2019). Estas
placodas (primordios de escudos) surgen exclusivamente en la parte inferior de las invaginaciones
intersegmentarias del embridn, ubicadas en el area donde estaran las costillas (miosepta transversal
del tronco) siendo su posicidon determinada por una segmentacion somitica primaria (Moustakhas-
Verho & Cherepanov, 2015; Cherepanov, Malashichev, & Danilov, 2019). El desarrollo de las
placodas se da en secuencia y no simultdneamente, por lo que los primordios de las placodas
costales aparecen previo a la formacién de las placodas vertebrales y nucales (Cherepanov, 2014;

Cherepanov, Malashichev, & Danilov, 2019; Zimm, 2019).

Estos primordios de escudos costales y vertebrales se hacen visibles como centros de patrones

geométricamente arreglados, cuya posicién ya se parece a las posiciones de los futuros escudos
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(Cherepanov, Malashichev, & Danilov, 2019; Nagashima, Shibata, Taniguchi, Ueno, Kamezaki, &
Sato, 2014; Zimm, 2019). Los escudos vertebrales y nucales surgen como primordios emparejados
(izquierdo y derecho) que normalmente se fusionan entre si para formar los escudos individuales
(Moustakas-Verho et al., 2014; Moustakhas-Verho & Cherepanov, 2015; Zimm, 2019). Las placodas
carapaciales se desarrollan desde la periferia, el inicio de la cresta caparacial, hacia la linea media

(Moustakhas-Verho & Cherepanov, 2015).

Los escudos que recubren el caparazén son apéndices cutdneos tipo placas queratinosas que crecen
radial y continuamente en la epidermis, siendo su presencia un cardcter basal en las tortugas
extantes (Moustakhas-Verho, et al.et al., 2014). La tipica estructuracion de estos escudos del
carapacho en las tortugas pertenecientes a la familia Cheloniidae consiste en una serie longitudinal
media de elementos no pareados denominados escudos vertebrales, asi como por escudos
anteriores y medios conocidos como nucales (Bujes & Verrastro, 2007; Tirzoka, llgaz & Sak, 2001).
Estos se encuentran flanqueados en cada lado por una serie de escudos bilateralmente pareados,
comunmente conocidos como costales o laterales, los cuales a su vez se encuentran bordeados
externamente por otra serie de escudos bilateralmente pareados denominados marginales
(TGrzoka, llgaz & Sak, 2001). Los escudos supracausales o postcentrales se encuentran ubicados en
la region posterior, entre los Ultimos pares de los escudos marginales (Bujes & Verrastro, 2007;

Wyneken, 2004).

4 Asimetria de carapacho

Las anomalias de los escudos mas comunes son generalmente asimétricas, comprendiendo la
adicion o fusién de los escudos, asi como el desplazamiento de un hemisferio del carapacho
completo, provocando una estructura de zigzag de los escudos vertebrales (Zimm, Bentley,

Wyneken, & Moustakas-Verho, 2017).

La asimetria fluctuante o asimetria, es cuantificada en rasgos estructurales de un organismo que en
teoria deberian ser de simetria bilateral, pero presentan desviaciones menores respecto a esa
simetria con diferencias medibles entre los lados izquierdo y derecho (Bancila, et al.et al., 2012;
Goessling, et al.et al., 2017). Esta asimetria ha sido sugerida como un reflejo confiable del estrés
experimentado durante el desarrollo, siendo facil de medir y analizar que ver su relacién con la

aptitud evolutiva, especialmente en poblaciones naturales (Dongen, 2006).
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La inestabilidad de Desarrollo (ID) se refiere a la inhabilidad de un individuo de producir un fenotipo
especifico bajo ciertas condiciones ambientales dadas, habiéndose demostrado en estudios
anteriores una asociacion positiva entre la ID con el nivel de estrés que los individuos pueden
experimentar (Pertoldi, Kristensen, Andersen, & Loeschcke, 2006). Un parametro de indicacion de
Inestabilidad de desarrollo de un organismo puede ser la medicién de su asimetria y asi evaluar los

impactos de una variedad de condiciones estresantes (Davis & Grosse, 2016).

La idea central de la asimetria como medida de ID es que ambos lados de un mismo organismo
pueden ser vistas como replicas independientes de un mismo evento de desarrollo. Ambos lados
comparten el mismo genotipo y en un ambiente con condiciones homogéneas, y por ende idéntico
en ambos lados, se encuentran bajo la influencia de los mismos factores externos (Dongen, 2006).
Durante el desarrollo, pequefias perturbaciones aleatorias causan que el trayecto de desarrollo se
desvie de su trayectoria esperada bajo ciertas condiciones; y conforme estos procesos actuan
localmente, afectando por ende solo una parte del cuerpo, teniendo la acumulacidn de sus efectos

en ambos lados por separado, llevando a fenotipos asimétricos (Dongen, 2006).

El carapacho de las tortugas contiene puntos de referencia bioldgicos aceptables para medir la
asimetria fluctuante, sumado a que el caparazdon representa el genotipo por interacciones
ambientales de unindividuo a lo largo de su vida, siendo susceptible el mismo caparazén a cualquier
tipo de perturbaciones ambientales que provoquen estrés a lo largo de su vida (Bancil3, et al.et al.,

2012; Goessling, et al., 2017; Rivera & Claude, 2008).

5 Estudios de asimetria del carapacho en tortugas

Los trabajos de asimetria en el carapacho de las tortugas adultas son escasos. Sin embargo, un
trabajo reciente de Cortés-Gémez, Romero y Girondot (2018), con Lepidochelys olivacea, se enfocd
en la influencia de los metales pesados en la ID y una de sus principales consecuencias, la asimetria
del caparazoén de las tortugas adultas. Esta relacién explorada entre la contaminaciéon con metales
pesados en adultos y el indice de ID, cuantifica la ID el nimero y tamafio relativo de los escudos
costales del carapacho, considerando que puede reflejar directa o indirectamente la interrupcion
de la eliminacién de metales o en el estado adulto dependiente de las perturbaciones durante su

desarrollo embrionario
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La parlama es una especie Unica, caracterizada por una gran variabilidad en sus patrones de escudos
en su caparazoén (Cherepanov & Malashichev, 2014). Se ha demostrado que perturbaciones durante
el desarrollo embrionario resultan en anormalidades (Cortés-Gomez, Romero, & Girondot, 2017;
Zimm, Bentley, Wyneken, & Moustakas-Verhos, 2018). Un estudio realizado por Cherepanov &
Malaschiev (2018), con neonatos de Lepidochelys olivacea en Sri Lanka, demostré que presentaban
asimetria notable en sus escudos. Se cree que estas anormalidades de la disposicion de los escudos
pueden provenir tanto de anomalias genéticas (Hewavisenthi & Parmenter, 2001; McKnight & Ligon,
2014; Velo-Artén, Becker & Cordero-Rivera, 2011; Cherepanov & Malashichev, 2018), como de
perturbaciones (ambientales o bioldgicas) durante la embriogénesis; siendo ésta ultima
considerada, por varios autores, como la explicacién a las anomalias (Lynn & Ulrich, 1950; Ozdemir
& Tirkozan, 2006; Bujes & Verrastro, 2007; Cherepanov, 2014; Moustakas-Verho & Cherepanov,
2015).

La temperatura juega un rol importante en el desarrollo de los embriones ectotérmicos,
influenciando no solo en la supervivencia de los neonatos en temperaturas demasiado altas o bajas,
sino también en adquirir ciertos atributos, incluyendo el sexo (Sim, 2014; Mitchell & Janzen, 2010).
En el trabajo experimental de Lynn & Ulrich (1950), un nimero mayor de anomalias en los escudos
han sido detectados donde los huevos fueron expuestos a condiciones de secados parciales durante
las etapas de desarrollo critico en Chrysemys picta y Chelydra serpentina. Kamezaki (1989), examiné
la relacion entre las anormalidades en los escudos del radio de neonatos de Caretta caretta vy el
periodo de incubacién como una funcién de la temperatura de incubacién, obteniendo que los
periodos de incubacidn mas largos (de menor temperatura de incubacién) correspondian con un

aumento en el nimero de anormalidades en los escudos costales, marginales y nucales.

En Estados Unidos, Telemeco, Warner, Reida & Janzen (2013), encontraron que nidos expuestos a
altas temperaturas por largos periodos presentaron un mayor numero de neonatos con
anormalidades, sin importar si la hembra anidadora presentaba o no anormalidades morfoldgicas.
Zimm, Bentley, Wyneken, & Moustakas-Verhos (2017), midieron el efecto en la asimetria de
carapacho de neonatos de Chelonia mydas, Caretta caretta y Natator depressus, por parte de las
condiciones de humedad y temperatura en nidos naturales y artificiales controlados, obteniendo

como factor determinante las diferencias en la temperatura presentes en los mismos.
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6 Area de Estudio

El Area de Uso Multiple Hawaii (AUMH) es un &rea protegida que busca conservar y proteger el
ecosistema del manglar, areas de humedales y zona costera marina que cuentan con una ampliay
rica variedad de biodiversidad, sirviendo de hogar para especies en vias de extincién como las
tortugas marinas de la especie Parlama (Lepidochelys olivacea), Baule (Dermochelys coriacea) y el
mangle rojo (Rhizophora mangle) (ARCAS, 2010). Presenta un limite interno de 4,105 hectareas con
sus limites aproximados con la Reserva Natural de Usos Multiples Monterrico (oeste), entre tierras
agricolas y el area manglar (norte), La Bocabarra de El Chapetdn (este) y la playa del Océano Pacifico
(sur) (ARCAS, 2010, p. 1). Se encuentra situada en la Aldea Hawaii del municipio de Chiquimulilla,
Santa Rosa con un darea aproximada de 8km2, ubicada en la latitud 13°51’58.50” y longitud
90°24'40.87” (Zelaya, 2016). El clima caracteristico de la regién es calido humedo, presentando la
época lluviosa desde el mes de mayo hasta el mes de septiembre y principios de octubre. La
temperatura media mensual oscila entre 23.9° y 30° C, teniendo una temperatura maxima anual de
27°C. El alto contenido de humedad y las temperaturas altas son comunes en Hawaii y su variacion
es minima durante el afio. El contenido de humedad media oscila entre el 68 y 85%, con un
promedio de 76% (ARCAS, 2010).

El AUMH y ARCAS se han esforzado en recolectar datos cientificos de tortugas marinas, siendo los
mas completos del pais. También inicid un programa permanente de conteo de huellas en 1997, asi
como programas de monitoreo del ecosistema manglar y del dmbito marino. Bajo este programa de
conteos sistematicos de huellas de anidacidon, se ha documentado un incremento en 86% en la
densidad de anidacion en el area de Hawaii en los Gltimos 10 afios, con 1001 huellas contados en

2004 y 1867 huellas en 2014 (Muccio y Pérez, 2015).
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Justificacién

El caparazén de las tortugas marinas se encuentra constituido por una cubierta dorsal denominada
carapacho y por una armadura ventral denominada plastron (Moustakas, 2008). El carapacho esta
formado por placas de hueso de origen dérmico cubiertas de escamas de origen epidérmico que le
dan dureza y rigidez (Lara, 2015). En las tortugas de la familia Cheloniidae, el desarrollo de escudos
supernumerarios es un fendmeno comun, siendo dentro de este grupo de tortugas las de mayor
desviacidn del patrén de escudos en el carapacho pertenecientes al género Lepidochelys (Hill, 1971;
Mast & Carr, 1989; Cherepanov, 2014; Eckert, et al.et al., 2001; Michel-Morfin, Gémez & Navarro,
2001; Ozdemir & Tiirkozan, 2006).

Se presume que la fluctuacidn de las poblaciones de Lepidochelys olivacea se ve influenciada por
causas naturales y antropogénicas como la sobreexplotacion, alteracién de areas de anidaciéon y
captura por pesca (Brenes,et al., 2014). Este impacto sumado a cambios morfoldgicos, influyen de
forma significativa los complejos y delicados ecosistemas marinos-costeros, contribuyendo
significativamente a la disminucidn del habitat para anidar y de las poblaciones de los organismos,
debido a que en su ciclo de vida, las hembras regresan a dreas cercanas a sus playas natales para

anidar (Bolongaro y otros, 2010).

La asimetria fluctuante o asimetria, ha sido utilizada para medir la Inestabilidad de Desarrollo (DI,
por sus siglas en inglés) en las poblaciones (Velo-Artén, Becker & Cordero-Rivera, 2011; Cortés-
Gbémez, Romero y Girondot, 2018), debido a que las anormalidades se detectan facilmente en la
forma de deformaciones, adiciones o reducciones del nimero de escudos en los carapachos,
haciéndolas modelos excelentes para el estudio de la DI (Velo-Antdn, Becker & Cordero-Rivera,
2011). La asimetria es interpretada como indicador de estresores internos (genéticos) o externos
(ambientales) que perturban el desarrollo de las estructuras a lo largo del desarrollo normal en un
ambiente dado y produce “ruido” de desarrollo (Leamy y Klingenberg, 2005; Verén-Antén, Becker

& Cordero-Rivera, 2011; Cherepanov & Malashichev, 2018).

La asimetria si bien, puede ser parte de algun indicador de aptitud evolutiva, ha sido de bastante
interés debido al posible efecto que presenta ante la seleccion sexual y la aptitud de las especies
(Rivera & Claude, 2008); sin embargo, no se tiene suficiente evidencia respecto a su efecto en la
aptitud de Lepidochelys olivacea, como el que se ha datado en peces, aves e insectos (Beasley, et

al.etal.,2013; Cortés-Gomez, et al.et al., 2018); por lo que este trabajo se enfocé en el posible efecto
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creado por estresores ambientales como la temperatura. Para ello se utilizd el indice de
Inestabilidad del Desarrollo (DIx), propuesto por Cortés-Gémez, et al. (2018), en el que cuantificaron
tanto la relacidn entre el nUmero de escudos costales izquierdos y derechos, como los tamafios y
formas de los escudos, facilitando asi las comparaciones y analisis de la heterogeneidad de los
escudos desarrollada en un individuo. Este indice se propone para determinar la asimetria en la

especie Lepidochelys olivacea, sin importar el origen o posibles causas de su origen.

Las tortugas son vulnerables no solo ante impactos agudos, sino también a impactos crénicos o
acumulativos a lo largo de su vida. Es por eso que el monitoreo del impacto de estresores
ambientales en los sistemas bioldgicos es de suma importancia para mejorar el manejo y
sustentabilidad de la diversidad bioldgica dentro de los mismos (Depledge y Galloway, 2005). Una
de las limitantes en los esfuerzos de conservacién podria ser la falta de estudios que relacionan el
impacto de los factores ambientales en el desarrollo de asimetria en el caparazén de Lepidochelys
olivacea (Richardson, 2000). Por esta razon, la importancia de este estudio en mejorar la
comprensidn de la influencia de las temperaturas de incubacién en la morfologia de su caparazén
durante una de sus fases criticas en su ciclo de vida permite contar con informacién de la biologia

de poblaciones en el pais que pueda impulsar mejoras en los planes de conservacion.
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Objetivos

a. General

e Evaluar la relacidn entre la temperatura de incubacidon con la asimetria de
carapacho de los neonatos de Lepidochelys olivacea incubados en el Area de Usos

Multiples Hawaii -AUMH-, Santa Rosa, Guatemala.

b. Especifico

e Estimar el nivel de asimetria en el carapacho de los neonatos de L. olivacea del

AUMH.

® Analizar la influencia de la temperatura de incubacién sobre la asimetria del

carapacho de los neonatos de L. olivacea del AUMH.
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Hipétesis
La temperatura de incubacién tiene una influencia directa en la asimetria del carapacho en neonatos

de Lepidochelys olivacea.
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Materiales y Métodos

Universo
Neonatos de Lepidochelys olivacea incubados en el tortugario del Area de Usos Multiples Hawaii,

Santa Rosa, Guatemala.

Muestra
210 Neonatos de Lepidochelys olivacea incubados en el tortugario del Area de Usos Multiples

Hawaii, Santa Rosa, Guatemala.

Materiales
e Neonatos de parlama (L. olivacea)
e Dispositivos termosensitivos (dataloggers)
e Cinta métrica
® Iphone 5 con camara de 8 megapixeles (f/2.2, 29mm, 1/3", 1.5um).
e Tabla de madera con clip
e Cuaderno de campo
e Lapiz
® Guantes
e Computadora

e Linternas de cabeza con luz roja

Métodos

Se realizaron patrullajes nocturnos a lo largo de la playa durante los meses de julio a noviembre de
8pm a 3am en busqueda de parlamas anidadoras. Se tomd un total de 5 tortugas anidadoras con
sus nidos respectivos, los cuales fueron relocalizados en el tortugario del Area de Usos Multiples

Hawaii —~AUMH.

La relocalizacion de los nidos se llevd a cabo con la toma de las medidas de los nidos naturales,
obteniendo la profundidad del nido, el didmetro de la cdmara del nido, didmetro de la boca del nido,

distancia a la linea de marea alta y vegetacion. La profundidad del nido consistié en dos medidas: |a
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medida desde la superficie de la arena hasta la parte superior de los huevos y la medida desde la
superficie de la arena hasta el fondo (tomando medida con el Gltimo huevo del fondo y una vez los
huevos sean completamente removidos) (United States Geological Survey-USGS-, s.f.). Al inicio de
latemporada de anidacién se realizé una fase de prueba de esta metodologia, sin embargo, durante
la toma de datos de esta tesis, no hubo desarrollo embrionario en condiciones naturales por lo que
la relacidon entre la asimetria de carapacho y la temperatura fueron trabajados en condiciones de

tortugario.

Para estimar la asimetria en neonatos, se estimaron los datos morfométricos del carapacho de 210
neonatos pertenecientes a los 5 nidos relocalizados, generados por la toma de fotografias, con una
camara de 8 megapixeles (f/2.2, 29mm, 1/3", 1.5um). Posteriormente se analizaron las fotografias
utilizando el programa computacional , Inkscape, con el cual se midié el tamafo de cada uno de los
escudos costales en el carapacho de los neonatos (ver figura 1), usando como medida métrica el
numero de pixeles abarcados por cada uno de los mismos. Luego estos datos fueron tabulados en
el programa Microsoft Excel® y procesados con el programa R version 3.6.2., en el que se utilizo el
indice de Inestabilidad de Desarrollo (DIx), cuyos valores fueron interpretados y tomados como la

asimetria de los escudos en el carapacho de los neonatos evaluados.

Figura 1. Disposicion y nomenclatura de los escudos de carapacho de una tortuga marina

(Cheloniidae). N: nucales; M: marginales; C: costales; V: vertebrales. Adaptado de “Carapacial scute
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variation in Kemp’s Ridley Sea Turtle (Lepidochelys kempi)” hatchlings and juveniles por Mast, R. &
Carr, J., 1989, Proceedings of the First International Symposium on Kemp's Ridley Sea Turtle Biology,
Conservation and Management. Copyright 1989 por Texas A&M University at Galveston.

Para analizar la influencia de la temperatura de incubacion sobre la asimetria de carapacho en
neonatos del tortugario, se midié en cada uno de los nidos monitoreados la temperatura del nido
en °C utilizando para su registro dispositivos termosensitivos o dataloggers (HOBO®Pendant). La
temperatura se eligio ya que puede llegar a ser un factor ambiental relevante, debido a que en un
estudio realizado por Zimm, Bentley, Wyneken, & Moustakas-Verho (2017), se demostré que
diferencias en temperatura llevaron a diferencias significativas entre diferentes frecuencias de
anomalias de escudos en el carapacho de los neonatos de las especies de Chelonia mydas, Natator

depressus y Caretta caretta.

Anilisis estadisticos

Para estimar el nivel de asimetria en el carapacho de los neonatos de L. olivacea del AUMH, se utilizé
el indice de Inestabilidad del Desarrollo (DIx), dentro del paquete estadistico “HelpersMG” en el
programa R. Este indice permite describir la heterogeneidad de los escudos del carapacho de un
individuo desarrollado, combinando en una sola métrica, dos medidas estandares de diversidad que
requieren proporciones relativas: el indice de entropia de Shannon y la distancia angular de Edwards

(Cortés-Gémez, et al., 2018).

El indice de entropia de Shannon mide la diversidad del ancho de los escudos de cada lado, mientras
gue la distancia angular de Edwards mide la diferencia en el tamafio de los escudos costales entre
los dos lados del carapacho (Cortés-Gomez, et al., 2018). Los valores de DIx obtenidos fueron
descritos desde minimo a maximo, categorizando a los individuos en niveles de asimetria bajos,
cuando presentaban valores entre 1.46 hasta 1.69, nivel medio del indice a los que presentaban un

DIx entre 1.70 hasta 1.99, y altos para los valores iguales o mayores a 2.0.

Para analizar la influencia de la temperatura de incubacién en la asimetria de carapacho de los
neonatos, se realizé una prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov. Debido a la naturaleza de

variable categodrica ordinal de la temperatura de incubacion (representada como el rango de
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variacion durante el periodo de incubacidon) y a la obtencion de una distribucién no normal de los

datos, se procedid a realizar una prueba de correlacion simple por rangos de Kendall.

Continuando con este analisis, se realizd una prueba de Jonckheere-Terpstra, la cual compara
medianas poblacionales cuando se tienen diferentes muestras independientes y se asume
naturaleza ordinal (Ali, Abdur, Ahmed, Naseer, Wasim & Akhtar, 2015). Este estadistico determina
la significancia de un posible patrén presente en los datos, examinando la hipétesis nula en este
estudio, que la distribucién de la asimetria no difiere entre los diferentes valores de la temperatura

de incubacién.
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Resultados

Estimacidn del nivel de asimetria en el carapacho de los neonatos de L. olivacea del AUMH

Para estimar el nivel de asimetria de carapacho de los neonatos del AUMH, se obtuvieron valores
de indice de Inestabilidad del Desarrollo (DIx) a partir de las mediciones morfométricas de los
escudos de cada individuo (ver Anexo 1). Mediante los valores del DIx obtenidos y las variaciones
reportadas por Cortés-Gémez, et.al. (2018), se cred una escala de niveles de asimetria que consiste
en la categorizacidn de los valores que oscilan entre 1.46 hasta 2.25, en tres niveles: bajo, medio y
alto. En la Figura 2A se puede observar las frecuencias de los valores de DIx de todos los neonatos,
siendo el promedio general de 1.78. La figura 2B presenta el 24% de los neonatos (n=50) con valores
del indice pertenecientes al nivel de asimetria bajo. Para el nivel de asimetria bajo, se tomaron en
cuenta los valores que van desde 1.46 hasta 1.69; obteniendo un promedio de 1.62. El nivel de
asimetria medio, observado en la Figura 2C, representa al 67% de los neonatos (n=141). Este nivel
consiste en los valores que oscilan entre 1.70 hasta 1.99, dentro del que se obtuvo un promedio de
1.79. Por ultimo, en la Figura 2D se encuentra el nivel de asimetria alta, abarcando al 9% (n=18) de
los neonatos. Para este nivel se establecieron a los individuos con los valores que van desde 2.0

hasta 2.25, presentando un promedio de 2.07.
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Figura 2. Diagrama de frecuencias del indice de Inestabilidad del Desarrollo (DIx) observados en los

individuos del estudio: A) todos los neonatos del estudio; B) neonatos del nivel de asimetria bajo;

C) neonatos del nivel de asimetria medio y D) neonatos en el nivel de asimetria alto.
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Se observd una gran variacién en el nimero de escudos en el carapacho, asi como en el tamaiio de
estos. Enla Figura 3. A, se puede observar un carapacho con niveles de asimetria bajos (DIx 1.4) que
presenta cinco escudos en el lado izquierdo y cinco en el lado derecho. La Figura 3. B muestra un
carapacho con niveles de asimetria medios (DIx 1.78) el cual tiene seis escudos en el lado izquierdo
y siete escudos en el lado derecho, evidenciando la diferencia en tamafios entre el cuarto escudo
derecho con el resto. Por ultimo, en la Figura 3. C se presenta un carapacho con niveles de asimetria
altos (DIx 2.24), presentando ocho escudos en el lado izquierdo y seis escudos en el lado derecho,

resaltando la diferencia de tamafio del tercer y quinto escudo del lado izquierdo con el resto.

DIx: 1.46
Asimetria baja

DIx: 1.78
Asimetria media Asimetria alta

Figura 3. Niveles de asimetria de carapacho de los neonatos del AUMH.

Andlisis de la influencia de la temperatura de incubacion sobre la asimetria del carapacho de los
neonatos de L. olivacea del AUMH

En cuanto a la influencia de la temperatura de incubacidn sobre la asimetria del carapacho de los
neonatos de L. olivacea del AUMH se examind la temperatura en 4 componentes: la temperatura
promedio, temperaturas minimas, temperaturas maximas y el rango de variacion de esta durante
el periodo de incubacién (ver Cuadro 1). Las variaciones de temperatura a lo largo de los periodos

de incubacion se pueden observar en el Anexo 2.

Los estadisticos descriptivos, promedio y desviacién estandar de los valores del DIx, temperaturas
promedio, minimas, maximas y el rango de variacion de la temperatura de incubacion en cada uno

de los nidos se observan en el Cuadro 1.
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Cuadro No. 1. Temperaturas e indice de inestabilidad del desarrollo por nido.

Nido Dixpromedio Temperatura Temperatura Temperatura Rango de
promedio (°C)  minima (°C) maxima(°C) variacion
T(°C)
1 1.84140.187 33.45611.44 28.853 36.079 7.226
2 1.7440.127  32.91241.431 28.953 35.864 6.911
3 1.8440.135  33.272+1.689 27.37 36.079 7.011
4 1.7140.097  33.442+1.479 28.853 35.864 7.011
5 1.764+0.138  33.508+1.629 28.853 36.403 7.550

Para comprobar el grado de asociacidén entre los diferentes componentes de la temperatura de

incubacién con el DIx, se aplicd la prueba de correlacién simple de rangos de Kendall para cada una

de las relaciones (ver Cuadro 2). Para la influencia de la temperatura promedio con el DIx, se obtuvo

gue no existe una relacién significativa (p=0.3302). Para la relacién entre las temperaturas minimas

y el DIx, se obtuvo que existe una correlacién inversa (p=0.0005688, tau=-0.2106295); mientras que

para el rango de variacién (p = 6.304e-05, tau = 0.2314644) y las temperaturas maximas (p =

0.0001806, tau = 0.2323285), sus relaciones con el indice son directas.

Cuadro No. 2: Resultados del analisis de correlaciéon de Kendall para los valores del DIx con los

componentes de la temperatura: promedio, minima, maxima y rango de variacion.

Temperatura (°C) Coeficiente de correlacion de

Kendall (tau)

Significancia de la prueba de

correlacién de Kendall (valor de p)

Temperatura promedio -0.05632909
Rango de variacién 0.2314644
Temperatura minima -0.2106295
Temperatura maxima 0.2323285

0.3302
6.304e-05 *
0.0005688 *
0.0001806 *

*valores significativos (p<0.05)
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Posteriormente, se realizd la prueba de Jonckheere-Terpstra (JT) con los diferentes componentes
de temperatura para observar los patrones de influencia de la temperatura en los valores del indice
(Ver Cuadro 3). Para la temperatura promedio no se obtuvo ningun patron significativo con el DIx
(p>0.05). Al determinar la influencia de las temperaturas minimas en el indice, se obtuvo un valor
de p de 0.0002844 (JT=2891); demostrando que existe un patron significativo en el que se presentan

valores altos del indice, reflejando una asimetria alta en las temperaturas mas bajas.

Cuadro No. 3: Resultados del andlisis de la prueba de Jonckheere-Terpstra para los valores del Dix

con los componentes de la temperatura

Temperatura (°C) Coeficiente de la prueba Significancia de la

de Jonckheere-Terpstra prueba de Jonckheere-

(JT) Terpstra (valor de p)
Temperatura 4887 0.1651
promedio
Rango de variacién 6619 3.152e-05*
Temperatura minima 5005 9.03e-05*
Temperatura maxima 2891 0.0002844*

*valores significativos (<0.05)
Dentro de los analisis realizados para observar los patrones de influencia de la temperatura en los
valores del indice, también se evalud en qué etapa del periodo de desarrollo se presentaban mas
susceptibles los embriones al efecto de los diferentes componentes de temperatura analizados. En
el Cuadro 4 se puede observar los valores de temperatura minimos, maximos y de rango de variacién
de temperatura para cada una de las tres etapas de desarrollo en los que fue dividido el periodo de
incubacién. Estas etapas consisten en la separacién de los estadios de desarrollo en tercios, siendo
la etapa uno, los primeros dias de desarrollo (estadios tempranos), la etapa dos en los dias
intermedios (estadios medios) y la etapa tres consiste en los Ultimos dias de desarrollo (estadios

tardios) para cada uno de los nidos.



30

Cuadro No. 4. Las tres etapas de desarrollo principales y sus rangos de variacidn, temperaturas

minima y maxima.

Duracién del Dias de las
periodo de Etapa fases de Temperatur Temperatur  Rango de
incubacion de desarrollo a minima a maxima variacion
Nido (dias) desarrollo (°C) (°C) (°T)

1 1 1-16 29.752 33.8 4.048
47 2 16-32 32.704 34.691 1.987
3 32-47 33.118 36.079 2.961
2 1 1-16 28.953 34.374 5.421
47 2 16-32 31.166 34.585 3.419
3 32-47 30.76 35.864 5.104
3 1 1-15 27.37 34.903 7.533
45 2 15-30 31.064 35.542 4.478
3 30-45 31.778 36.079 4.301
4 1 1-16 28.853 34.691 5.838
48 2 16-32 31.88 35.864 3.984
3 32-48 32.086 35.864 3.778
5 1 1-15 28.853 34.268 5.415
46 2 15-30 31.472 34.058 2.586
3 30-46 32.911 36.403 3.492

Se realizé nuevamente la prueba de correlacién de Kendall para comprobar durante que etapa de

desarrollo embrionario existe una asociacion entre los componentes de la temperatura previamente

significativos (minimas, méaximas y rango de variacién) y la asimetria de carapacho de los neonatos.

Asi mismo, se llevd a cabo la prueba de Jonckheere-Terpstra para observar el tipo de patrén que

existe entre las variables de temperatura y el DIx, y su significancia (ver Cuadro 5).
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Cuadro No. 5: Resultados del analisis de correlacion de Kendall y la prueba de Jonckheere-

Terpstra para las variables de temperatura con los valores del Dix.

Temperatura Coeficiente Significancia Coeficiente de Significancia de la
de de la prueba prueba de prueba de
correlacién de correlacion  Jonckheere-Terpstra Jonckheere-Terpstra
de Kendall de Kendall (JT) (valor de p)

(tau) (valor de p)

Rango de

variacion

Etapa embrionarial 0.08889694  0.1244 5761 0.06219

Etapa embrionaria2  0.08889694  0.1244 5761 0.06219

Etapa embrionaria3  0.04104214 0.478 5473 0.239

Temperatura

minima

Etapa embrionarial -0.09715718 0.09745* 4421 0.04873*

Etapa embrionaria2  -0.1327644  0.02168* 4433 0.01084*

Etapa embrionaria3  -0.0641819 0.2671 4846 0.1335

Temperatura

maxima

Etapa embrionarial  0.09490287  0.1008 5804 0.05039

Etapa embrionaria2  -0.1005489 0.08208 4627 0.959

Etapa embrionaria3  0.216867 0.0004731* 4937 0.0002365*

*valores significativos (<0.05)

Al llevar a cabo los analisis con las pruebas estadisticas de Kendall y Jonckheere-Terpstra para los

rangos de variacion de temperatura en las tres etapas y su relacién con el indice, no se obtuvo

ninguna correlacién, ni patrén significativo (ver Cuadro 5).
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En cuanto a la etapa de desarrollo en la que se encuentra una influencia por parte de las
temperaturas minimas, mediante la prueba de correlacidon de Kendall se observd que existe una
relacién inversa significativa con el DIx (p=0.02168, tau=-0.1327644) en la segunda etapa de
desarrollo (ver Cuadro 5). Para la prueba de Jonckheere-Terpstra, se obtuvo un patrén significativo
(p=0.01084, JT= 4433, Ha= disminucion), en el que se presentan altos valores de asimetria con los

valores mas bajos de temperaturas durante esta etapa.

Por ultimo, con las temperaturas maximas se observa que la influencia ejercida por estas en los
valores de asimetria ocurre en la tercera etapa de desarrollo, obteniéndose una relacién directa
significativa (p=0.0004731, tau=0.216867) (ver Cuadro 5). Para la prueba de Jonckheere-Terpstra,
se obtuvo un patrdn significativo (p=0.0002365, JT= 4937, Ha= aumento), en el que con los valores
mas altos de temperaturas maximas en esta etapa (35.864°C), se presentan los mayores valores del

DIx.
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Discusion

Estimacidn del nivel de asimetria en el carapacho de los neonatos de L. olivacea del AUMH

Los escudos costales se encuentran fuertemente influenciados por la presencia de depresiones
septales vacantes, lo cual explica por qué el tipo de anomalia de carapacho mds frecuente es la
presencia de escudos adicionales (Moustakhas-Verho & Cherepanov, 2015), ya que un cambio en la
distancia entre los primordios de los escudos puede llevar a la formacidon de escudos
supernumerarios que puedan ocupar las areas vacantes formadas (Moustakas-Verho et al., 2014).

Una fuente de cambios morfolédgicos en células epiteliales relacionadas a la formacion de los
primordios de los escudos, son los fallos en la comunicacién entre células, los cuales resultan en la
prevencion de eventos de desarrollo subsecuente (Zimm, 2019). El tiempo de sefializacion celular
(comunicaciéon) y morfogénesis tiene implicaciones en la cantidad de variacién que se produce en el

desarrollo (Salazar-Ciudad, Jernvall, & Newman, 2003; Zimm, 2019).

Se ha reportado previamente la existencia de una gran variabilidad del nimero de escudos costales
para las especies del género Lepidochelys, donde prevalece la presencia de variantes de 6 o mas
escudos sobre el morfotipo tipico de la mayoria de las tortugas (Pritchard, 1969; Cherepanov, 2014;
Moustakas-Verho, et.al., 2014.b; Cherepanov, Malashichev, & Danilov, 2019; Zimm, 2019). Esto
concuerda con lo obtenido en este estudio, donde los escudos costales del carapacho del 67% de
los neonatos del AUMH presentaron un patrén de asimetria medio (ver Figura 2A, 2C), consistiendo
en la presencia de seis a ocho escudos costales del lado izquierdo, mientras que del lado derecho
contaban de cinco a ocho escudos (ver Figura 3B). El 24% de los neonatos presentaron un nivel de
asimetria bajo (ver Figura 2B, 3B), presentando un nimero de escudos costales de cinco a siete en
ambos lados. Para el nivel de asimetria alta, se obtuvo al 9% de los neonatos (ver Figura 2D, 3C),
consistiendo en un nimero de siete a nueve escudos costales del lado izquierdo, mientras que del
lado derecho presentaban de seis a diez escudos costales. En un estudio realizado por Pritchard
(1969), en el cual se llevé a cabo la contabilizacion de los escudos costales para diversas poblaciones
del género Lepidochelys, se obtuvo una gran variacién desde seis escudos costales para poblaciones
de Honduras, cinco escudos costales para el Golfo de México, hasta siete u ocho escudos costales

para poblaciones de Surinam.
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Segun Cherepanov, Malashichev, & Danilov, (2019), el maximo de escudos costales reportados en
una fila de carapacho de tres especimenes de L. olivacea fue de diez; siendo similares a los patrones
maximos observados en este estudio, el cual fue de diez escudos costales en el lado derecho de un
solo individuo (ver Anexo 1). Por hallazgos morfolégicos tedricos, el nUmero maximo de escudos
costales y vertebrales presentes en una fila de carapacho en esta especie de tortuga, puede alcanzar
hasta once si todas las zonas septales potenciales se encuentran ocupadas por placodas de escudos

(Cherepanov, Malashichev, & Danilov, 2019).

La asimetria observada en los neonatos del AUMH en este estudio es similar a la esperada para la
especie Lepidochelys olivacea. La presencia de asimetria en tortugario para especies del género
Lepidochelys ha sido previamente reportado por Mast & Carr (1989), al trabajar con neonatos de
Lepidochelys kempi, demostrando que dentro de todos los tratamientos propuestos para el estudio,
los neonatos de tortugario o corral presentaron el mayor rango de variacién en el numero de

escudos de carapacho.

La mayoria de los estudios referentes a la asimetria se enfocan principalmente en reportar la
frecuencia de patrones asimétricos en los escudos y en determinar la causa de estos (Cherepanov,
2014; Cherepanov, Malashichev, & Danilov, 2019; Margaritoulis & Chiras, 2011; Zimm, et.al., 2017,
Zlmm, 2019). Sin embargo, existen pocos estudios que indican una correlacién inversa entre la
asimetria y la aptitud (Lens, et.al., 2002; Léwenborg, Shine, & Hagman, 2010; Mgller, 1997; Mast &
Carr, 1989). No obstante, el impacto de la asimetria en la aptitud evolutiva es algo dificil de
generalizar (Lens, et.al., 2002; Mgller, 1997). La existencia de una correlacién entre la asimetria
morfolégica y varios componentes de la aptitud de los individuos no demuestra una relacidn causal;
asi como diferentes variables potencialmente cofundadoras pueden ocultar los intentos para aclarar
la verdadera relacion (Mgller, 1997). Se desconoce la existencia de una relacion causal entre la

asimetria y una reduccion en la aptitud de los neonatos del AUMH.

Debido a la naturaleza integral del desarrollo en vertebrados y a la enorme sensibilidad de los
procesos de desarrollo a las condiciones ambientales, se considera que, si un estimulo externo altera
un aspecto del desarrollo, es muy probable que altere otros al mismo tiempo (Telemeco, Warner,

Reida & Janzen, 2013). En un estudio realizado por Lowenborg, Shine, & Hagman (2011), con la



35

serpiente Natrix natrix, la presencia de escamas asimétricas reflejaba la presencia de una costilla
adicional en la vertebra asociada a esta escama. Aunque la asimetria de esta escama superficial
pudiera parecer un defecto trivial, puede afectar drasticamente el rendimiento del individuo, ya sea
reduciendo su flexibilidad; el desempefio locomotor (disminuyendo la superficie de friccién que las
serpientes usan para avanzar) o mediante su vinculo con anormalidades osteoldgicas (Lowenborg,
Shine, & Hagman, 2011). Individuos con fenotipos asimétricos pueden caracterizarse por presentar
perturbaciones adicionales del desarrollo que conllevan al individuo a una menor calidad adaptativa
(Mast & Carr, 1989; Mgller, 1997; Simm, 2014; Telemeco, Warner, Reida, & Janzen, 2013). Es por
eso que se hipotetiza que la asimetria observada en el carapacho de las tortugas indica
perturbaciones adicionales en el desarrollo que puedan afectar directamente la supervivencia y

reproduccion de los neonatos.

Las variaciones en el nimero de escudos de los neonatos dentro de los diferentes niveles de
asimetria: bajo (Figura 2B, Figura 3A), medio (Figura 2C, Figura 3B) y alto (Figura 2D, Figura 3C),
puede atribuirse a las diferencias individuales respecto a sus sensibilidades térmicas. Las variaciones
en la sensibilidad térmica pueden depender de su historial genético, y ser heredable (Telemeco,
Warner, Reida, & Janzen, 2013). Si se presenta en la poblacién esta variacién genética aditiva de
sensibilidad en el desarrollo, incrementos en las temperaturas asociadas al cambio climatico
deberian seleccionar individuos con altas sensibilidades térmicas (Clusella-Trullas, Blackburn, &

Chown, 2011).

Analisis de |a influencia de la temperatura de incubacidén sobre la asimetria del carapacho
de los neonatos de L. olivacea del AUMH
La influencia de la temperatura en la asimetria del carapacho de los neonatos radica en su efecto

sobre la divisiéon somdtica; formacién y diferenciacion de tejidos y proteinas del caparazdn; sistemas
biolégicos de comunicacién celular; mecanismos de formacidn de escudos y sus diferentes patrones

(Cherepanov, 2014; Moustakhas-Verho & Cherepanov, 2015; Zimm, et.al., 2017; Zimm, 2019).

Los resultados de este estudio presentan un patron similar al observado por Zimm y otros (2017),

con neonatos de Natator depressus y Caretta caretta; asi como el estudio de Fleeming (2019) con
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neonatos de Caretta caretta, en el que, al verse expuestos a altas temperaturas de incubacidn, se
demostré estar correlacionado significativamente con la aparicidon de asimetria en el carapacho. Se
hipotetiza que la influencia de las temperaturas maximas sobre la asimetria de carapacho en los
neonatos de este estudio radica en la importancia de la temperatura sobre los procesos de
modificacion celular y expresién génica llevados a cabo durante el periodo de formacién del
caparazon (Moustakas-Verho, et.al., 2014; Zimm, 2019). El segundo tercio de desarrollo
embrionario de las tortugas marinas es considerado uno de los periodos criticos de desarrollo, en
donde existe mas susceptibilidad a estrés fisiolégico o mecanico (Crastz, 1982; Yntema, 1979;
Mrosovsky & Pieau, 1991; Zimm, 2019). Este coincide con el periodo de determinacidn sexual y a su

vez, con la formacidn del caparazon (Crastz, 1982; Miller, 1985; Mrosovsky & Pieau, 1991).

En un estudio realizado por Moustakas-Verho, et.al. (2014), se demostré como la expresién de las
proteinas Sonic hedgehog (-Shh- por sus siglas en inglés) y la proteina morfogenética de hueso (-
Bmp- por sus siglas en inglés) son necesarios para la formacién de los escudos y distribucién de las
placodas para el desarrollo de estos mediante un sistema de reaccidén-difusion. Este sistema fue
sugerido por Turing en 1952, donde menciona como la interaccidn entre dos sustancias activas y su
difusion en el espacio tisular puede también llegar a formar un patrén derivado de inestabilidad del
equilibrio homogéneo, causado por disturbios. Una de las conclusiones mds relevantes de
Moustakas-Verho, et.al. (2014), indica la posibilidad de la temperatura como un factor que perturbe

la definicion previa del patrén de las placodas.

Las temperaturas de este estudio consistieron en valores entre 27.37°C y 36.4°C (ver Cuadro 1)
durante todo el periodo de incubacién de los diferentes nidos. Se esperaba que la presencia de estas
temperaturas tuviera un efecto directo sobre la asimetria, por lo que, si esta aumentaba, se
observaria un aumento en el nimero de escudos. Esto también implicaria que, si las temperaturas
eran minimas, se disminuiria también el nimero de escudos en el carapacho. Las variaciones
esperadas en los escudos también indicarian modificaciones en el tamafio de cada escudo en ambas
condiciones. Los resultados demostraron que la temperatura si influye de manera directa sobre la

asimetria del carapacho.
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Se tiene conocimiento acerca de como factores epigenéticos, como las altas temperaturas, pueden
afectar la trayectoria del desarrollo, aun en estadios tardios, cambiando la expresion génica en
diferentes maneras (Palmer & Guillete, 1991; Zimm, 2019). Las altas temperaturas, en este estudio
de 35-36°C (ver Cuadro 1), influyen en la rapidez de la divisidn celular, la difusion, interrupciones en
interacciones moleculares y expresion de genes; asi como en el incremento de los errores de las
tasas de transcripcion, lo cual lleva a un ARN mensajero disfuncional, que conlleva a errores en la
traduccion y por ende da lugar a proteinas mal procesadas (Somero, 1995; Telemeco, Warner,
Reida, & Janzen, 2013; Moustakas-Verho et al., 2014; Zimm et al., 2017; Maffucci, et.al., 2019; Zimm,
2019). Debido a que la transcripcién y traduccidon son procesos que dependen de la coordinacion de
proteinas y ARN especializados, una alta variacion de su actividad causa amplificacion del ruido en

sus actividades (Zimm, 2019).

Un alto ruido molecular en los embriones de tortugas marinas, generados en este caso por las altas
temperaturas, puede llevar a una gran variaciéon en sus escudos de carapacho a nivel individual
(Caracappa, Pisciotta, Persichetti, Caracappa, Alduina, & Arculeo, 2016; Zimm, 2019). Esto se ve
reflejado en la relacién directa entre las temperaturas maximas con los altos valores de asimetria

obtenidos en este estudio (ver Cuadro 2 y 3).

Las temperaturas bajas aqui reportadas (ver Cuadro 1), presentan una relacién con una baja
asimetria de carapacho. Por lo tanto, podria establecerse una hipdtesis en la cual la presencia de
estas temperaturas bajas tanto en el primer tercio del desarrollo, como en el segundo tercio (ver
Cuadro 4), conllevaria a la existencia de baja asimetria en el carapacho de los neonatos de tortuga
marina por lo previamente discutido (ver Cuadro 5). Sin embargo, se obtuvo que con las
temperaturas bajas extremas también se presentaron niveles altos de asimetria (ver Cuadro 2 y 3).
Temperaturas muy bajas pueden generar fallos en el crecimiento, retrasos e incluso dafos en los
tejidos que puede traducirse a carapachos deformados o patrones alterados de los escudos (Zimm,

2019).

Durante el tercer periodo del desarrollo embrionario, se presentd un incremento en las
temperaturas de incubacién (ver Cuadro 4 y 5). Este tercer periodo, se caracteriza por comprender

basicamente la continuacion del crecimiento del organismo en tamafio (Miller, 1985; Deeming and
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Ferguson, 1991; Andrews & Mathies, 2000; Li, An, & Ji, 2008; Zimm, 2019). El incremento en las
temperaturas (ver Cuadro 4), a parte de los factores ambientales, se puede atribuir al calor
metabdlico producido por el desarrollo de los embriones (Miller, 1985; Davenport, 1997; Broderick,
et.al., 2001). El calentamiento metabdlico puede llegar a incrementar de dos a seis grados la
temperatura dentro del nido, convirtiéndose en un factor significante durante las ultimas semanas
del periodo de incubacion (Davenport, 1997; Broderick, et.al., 2001; Sandoval, 2008; Pérez, 2010;
Sim, 2014).

En un modelo propuesto por Zimm (2019), se identificd que variaciones como la emergencia de
placodas de escudos adicionales surgen debido a que se compromete el espacio de difusién en el
carapacho en desarrollo, tal como sucede con defectos de crecimiento o deformaciones mecanicas
de tejido. Si el crecimiento del tejido ocurre principalmente después de que se complete la
formacidn de patrones por una dindmica de reaccién-difusion, apéndices individuales en diferentes
sitios que se originaron como parte del mismo patrén regular pueden asumir substancialmente
diferentes tamafios y alterar las posiciones de los futuros escudos (Zimm, 2019). Esto implica que
diferentes esquemas de crecimiento en los estadios tardios del desarrollo de las tortugas pueden

ser la principal causa de diferencias fenotipicas, tanto dentro como entre individuos (Zimm, 2019).

Estos incrementos de temperatura de 1 o0 2°C (ver Cuadro 4), en conjunto con las altas temperaturas
ambientales, podrian alterar significativamente el crecimiento de los individuos y, por ende, la
dimensidn tanto del carapacho como de sus escudos. En tortugas marinas se ha demostrado que
embriones en desarrollo sometidos a altas temperaturas durante su periodo de incubacion genera

organismos de menor tamafio (Hewavisenthi & Parmenter, 2001; Lin, Li, An, & Ji, 2008; Zimm, 2019).

Variaciones en los escudos pueden producirse facilmente por diferencias en el tamanio y longitud
del tejido que dara lugar al carapacho (Zimm, 2019). Algunos investigadores sugieren la hipétesis
gue las altas temperaturas inducen anomalias al incrementar la velocidad de crecimiento del tejido,
reflejandose en la adicién de escudos que bajo tasa de crecimiento normal no ocurriria (Ozdemir &
Tlirkozan, 2006; Zimm, 2019). En altas temperaturas, ocurren divisiones celulares en mayor
proporcién y a mayor velocidad en el carapacho, lo cual conlleva a un incremento en el espacio de

difusiéon de los patrones de los primordios de los escudos, aumentando consigo la probabilidad de
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qgue se formen escudos adicionales, ya que podrian ocurrir desfases en la precision en la que ocurren
temporalmente (Zimm, 2019). Sin embargo, este espacio entre las placodas también puede verse
reducido, dependiendo de que moléculas son mas afectadas (Zimm, 2019). Lo que llevaria a una

reacomodacidn de todos los escudos formados en un menor espacio.

La diferencia observada en los tamafios de los escudos del carapacho de los neonatos del AUMH,
tal como la presencia de algunos escudos alargados, pudo haberse producido por incremento de
crecimiento lateral en esas dreas o por cambios en el tamafio o forma de las células, como es
propuesto por unos autores. Debido a que uno de los enfoques de Zimm (2019) era explicar las
variaciones en los escudos vertebrales, se tomd de base esos conocimientos para explicar las
variaciones en los escudos costales observados en este estudio. Por lo que lleva a indicar que la
formacidn de patrones de los primordios de los escudos costales, en este caso, ocurre previo a la
expansion lateral del carapacho, permitiendo que pares de primordios costales puedan fusionarse

temprano debido a espacio insuficiente, lo que lleva a escudos estrechos (Zimm, 2019).

El patrén asimétrico en los escudos costales puede verse con la forma de los escudos cercanos hacia
los nuevos escudos insertados, los cuales cambian como resultados de una compensacion de
crecimiento combinado con la busqueda de la preservacidon de la configuracion general del

caparazon (Pritchard, 2007; Cherepanov, 2014).

Por ultimo, la acumulacién de los rangos de variacion de la temperatura durante todo el periodo de
incubacién en este estudio presenté una relacion con mayor asimetria del carapacho de los
neonatos de L. olivacea del AUMH. Los altos rangos de variacidon térmica presentes durante el
periodo de desarrollo embrionario (7+1°C) (ver Cuadro 1), influyeron de manera directa en la
presencia de altas asimetrias del carapacho (ver Cuadro 2 y 3). Esta tendencia ha sido previamente
reportada, detallando como dentro del rango de variacién de las temperaturas de incubacion que
permiten un desarrollo viable, los regimenes térmicos también pueden inducir a variaciones
significativas en los fenotipos de los neonatos (Du, & Shine, 2014). También concuerda con lo
reportado en un estudio realizado por Bowden, Carter, & Paitz, (2014), con T. scripta, en donde
concluye que caracteres fenotipicos se ven influidos por la amplitud de la fluctuacién, siendo
sensibles a la acumulacién de la cantidad de desarrollo completado a temperaturas feminizantes o

masculinizantes, pero no a la frecuencia de fluctuacién.
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La variacion observada dentro de los nidos puede verse causado por varios factores, desde la
influencia externa de los cambios normales de la temperatura de la arena durante el dia o mes,
hasta el calor metabdlico de los embriones en desarrollo (Georges, Beggs, Young, Doody, 2005; Li,
Zhou, Ding, & Ji, 2011; Du, & Shine, 2014). Los embriones usan una larga variedad de tacticas de
comportamiento y fisioldgicas para poder sobrellevar el complejo ambiente térmico dentro del
nido; sin embargo, los mecanismos encargados de estos fendmenos siguen siendo desconocidos

(Ashmore & Janzen, 2003; Booth, 2006; Du, & Shine, 2014).

Los resultados de este estudio permiten confirmar una relacidn entre la asimetria y la temperatura.
La presencia de asimetria de carapacho en los neonatos de parlama en el AUMH de Guatemala
refleja que las temperaturas de incubacidén estan presentando valores muy altos. Una serie de
ciertas condiciones ambientales presentes durante el periodo de desarrollo, asi como cierto tipo
de genotipo, puede hacer a los individuos menos eficientes en cuanto a términos de crecimiento,
supervivencia o reproduccion (Mgller, 1997). Como fue discutido previamente, los extremos de
temperaturas a las que fueron expuestos los neonatos durante su periodo de incubacidn, influyen
en los procesos de division celular y provoca interrupciones en interacciones moleculares vy

expresiones génicas que pueden desencadenar una reduccion en la supervivencia de los individuos.

Individuos asimétricos parecen tener una menor fecundidad que los individuos simétricos (Mgller,
1997). Estudios han comprobado una mayor probabilidad de supervivencia en neonatos con mayor
tamafio que en neonatos mas pequefios (Simm, Booth, & Limpus, 2014). Ozdemir & Tiirkozan en
2006, consideraron que la ausencia de grandes variaciones en los patrones de nimero de escudos
en tortugas adultas puede deberse a que los neonatos que presentan variaciones en sus escudos
mueren antes de madurar. Durante esta etapa de su ciclo de vida, los neonatos presentan una
mayor vulnerabilidad ante los depredadores (Davenport, 1997; Simm, Booth, & Limpus, 2014). La
temperatura de incubacion también incide sobre el tamafio de los individuos, y en este aspecto,
aquellos neonatos de menor tamafio presentan una serie de desventajas al no poder evadir a
depredadores y poder ser facilmente digeridos (Booth, Burgess, McCosker, & Lanyon, 2004; Simm,
Booth, & Limpus, 2014). Se considera que organismos de mayor tamano confieren mayores

aptitudes individuales al momento de entrar en un ambiente donde la comida es escasa o dificil de
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localizar, asi como la disminucién de su tiempo de exposicion ante depredadores (Booth, Burgess.

McCosker, & Lanyon, 2004; Janzen, Tucker, & Paukstis, 2000). Ya que el tamafo de los individuos

presenta efectos sobre su aptitud, y este se encuentra influenciado por la temperatura de

incubacién; la asimetria, afectada por la temperatura, podria funcionar como un indicador de

aptitud. No obstante, se requiere hacer investigaciones que esclarezcan esta posible relacion.

Conclusiones

El 24% de los neonatos presentaron valores del indice pertenecientes al nivel de asimetria
bajo, con cinco a siete escudos costales en cada lado. Mientras que el 9% se encontrdé dentro
de nivel de asimetria alta, con una presencia de siete a nueve escudos en el lado izquierdo,

y de seis a diez en el lado derecho.

La mayoria de los neonatos de L. olivacea del AUMH presentaron un nivel de asimetria
media, consistiendo en la incidencia de seis a ocho escudos costales del lado izquierdo,

mientras que del lado derecho contaban de cinco a ocho escudos.

La relacién entre la asimetria de carapacho de los neonatos del AUMH vy |a aptitud evolutiva
de los individuos no ha sido esclarecida. Se considera que la presencia de asimetria refleja
perturbaciones adicionales del desarrollo que conllevan al individuo a una menor calidad

adaptativa, afectando directamente la supervivencia y reproduccidn de los neonatos.

Las temperaturas extremas, tanto de temperaturas altas como temperaturas bajas, influyen

en la presencia de altos niveles de asimetria en el carapacho de los neonatos.

Las temperaturas maximas y los mayores rangos de variacion de la temperatura de
incubacién presentaron una relacién directa sobre la asimetria del carapacho; lo cual puede
deberse al efecto de la temperatura sobre multiples sistemas celulares durante los periodos
de division somatica, diferenciacion de tejidos y proteinas del caparazén, asi como su efecto

en los mecanismos de formacion de escudos y sus diferentes patrones.

Los menores valores de asimetria se obtuvieron con las temperaturas minimas. Estas

temperaturas durante los periodos de formaciéon tanto de los primordios de los escudos
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placodas, como de escudos y sus patrones, permite que se lleve a cabo los procesos sin

grandes modificaciones en sus carapachos.

La presencia de asimetria de carapacho de los neonatos puede indicar perturbaciones
adicionales en el desarrollo que puedan afectar directamente en su supervivencia y

reproduccion.

Recomendaciones

Se recomienda realizar investigaciones en donde se evaluen otros factores ambientales y
mecanicos (presidn, manipulacién) que pueden influir en la formacién de asimetria en el

carapacho de los neonatos de L. olivacea.

Se recomienda realizar investigaciones que busquen esclarecer otros aspectos que puedan
estar directamente relacionados con la aptitud de las tortugas marinas en Guatemala, y
completarlo con identificar el grado de asociacidn entre estos y la asimetria, para poder
definir que esta siendo reflejado en los niveles de asimetria presentes en las poblaciones de

neonatos del pais.

Se recomienda implementar estudios acerca del posible rol de la genética en la generaciéon
de asimetria del carapacho y si puede ser hereditario. Un estudio de este tipo,
complementado por un estudio acerca de la presencia de genética aditiva de sensibilidad
térmica en el desarrollo, permitiria identificar si se la poblacidn de tortugas en el pais

presenta individuos con buena calidad adaptativa.

Se recomienda a los encargados de tortugarios considerar las consecuencias en el desarrollo

embrionario que las condiciones ambientales e intervenciones pueden causar.
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Anexos

Anexo 1: Mediciones de los escudos de carapacho y valores del indice de Inestabilidad del Desarrollo de cada uno de los neonatos

pertenecientes a los nidos analizados.
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No. No.
Escudos  Escudos
lado lado
No. izquierdo derecho
Neonato  -I- -D- 11 12 13 14 15 16 17 18 19 D1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 DlIx
1.4667
1 5 5 121.38 143.04 200.94 195.19 115.12 - - - - 112.33 143.73 206.27 201.29 115.84 - - - - - 7
1.8037
2 7 6 10138 1179 177.68 65.68 140.97 63.78 54.53 - - 95.32 119.03 171.89 47.59 16539 82.65 - - - - 5
1.7095
3 6 6 96.66 106.38 143.41 12454 57.64 48.96 - - - 67.96 112.06 14432 132.59 4126 52091 - - - - 6
1.5962
4 5 6 108.59 136.36 182.09 168.7 93.92 - - - - 118.06 125.25 168.32 151.82 58.11 60.01 - - - - 3
1.6760
5 7 5 128.44 129.04 164.05 41.14 12454 7517 99.04 - - 94.06 1429 173.24 16236 151.17 - - - - - 6
1.6991
6 6 6 127.93 12156 170.75 147.81 6895 9192 - - - 112.49 128.17 167.88 24.45 14998 155.34 - - - - 6
1.5866
7 6 5 178.14 213.25 260.13 2453 11836 110.52 - - - 131.3 205.64 271.42 28157 226.6 - - - - - 4
1.7194
8 6 6 110.44 162.42 212.73 200 80.93 83.98 - - - 96.08 146.52 218.38 226.3 4511 113.39 - - - - 4
1.8785
9 7 7 12733 16796 1859 127.33 4874 135.24 57.07 - - 128.89 151.75 21756 73.76 188.41 64.07 106.68 - - - 5
2.0085
10 8 7 101.83 14849 46.73 176.14 30 148.05 66.71 66.37 - 108.19 149.28 57.38 182.33 22,67 1775 120.22 - - - 6
1.7338
11 6 6 14294 15441 207.39 184.53 53.78 79.75 - - - 151.04 178.45 207.89 178.75 28.78 78.54 - - - - 1
2.0330
12 8 8 13479 139.69 64.51 1729 49.66 150.57 69.99 82.22 - 115.25 146.89 33.07 166.87 489 14526 79.58 93.78 - - 2
2.1546
13 8 9 126.8 36.5 157.62 200 49.68 166.52 85.68 114.84 - 13343 394 15641 63.11 21151 2453 191.77 54.03 112.82 - 5
1.8063
14 6 7 12294 1409 203.37 199.22 89.72 60.6 - - - 115.35 151.27 205.22 46.26 195.7 78.02 128.04 - - - 8
1.7918
15 7 6 133.68 176.14 63.77 12047 21854 855 90.95 - - 136.71 180.32 24791 202.25 97.64 96.37 - - - - 9
1.9733
16 7 8 136.57 173.13 185.22 171.16 130.16 61.44 93.87 - - 72,55 72.88 179.84 50.63 206.01 202.83 90.07 52.51 - - 8
17 6 6 151.78 192.21 2585 225.83 8238 116.87 - - - 172.67 168.09 234.89 27.41 20425 183.5 - - - - 1.7149
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63.27

93.8
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64.87

93.81

84.06
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1.6813

1.9143
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2.0078

2.0953
1.8621
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1.7364
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1.8743
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126.92

59.55
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50.11
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62.42

44.74

112

95.29

71.87
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93.47

119.22

87.05

87.9

169.74
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217.22

161.11
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223.61
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194.5
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268.26

211.11
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200.06

177.67
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231.82
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40.82
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175.63
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254.89
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163.1
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47.23
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104.23

80.2
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195.28
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214.83

185.92
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197.4
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53.41

203.34

171.9
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163.96

179.67

242.96
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81.25
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224.12
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78.41
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36.86
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133.25

83.7

108.38

72

105.3

196.5

237.99

213.99

172.87

178.55

155.51

195.07

223.55

133.44

179.98

121.58

187.02

157.68

194.55

214.93

3491

179.34

146.46

151.16

153.26

148.36

159.85

124.97

167.12

139.88

134.55

233.57

265.83

285.53

23545

214.75

196.23

244.38

294.85

178.07

243.64

172.07

259.14

211.66

271.38

274.29

183.61

231.31

199.61

197.8

50.78

189.35

231.71

77.92

207.13

193.48

210.7

224.78

236.72

46.65

211.32

167.72

179.35

276.68

62.55

172.42

177.78

1493

245.63

182.16

70.14

248.42

66.74

219.39

178.49

182.43

202.77

180.92

226.28

1113

168.63

190.3

38.86

46.7

75.87

224.71

69.38

83.26

62.39

157.05

250.92

22.56

86.27

65

73.75

86.65

230.5

168.64

259.85

45.97

54.95

42.47

175.14

32.04

84.85

94.84

111.83

73.95

141.38

122.12

115.09

110.26

95.2

74.54

93.18

88.46

119.53

61.44

59.66

95.86

87.58

146.65

52.84

118.9

91.23

103.01

59.12

106.95

129.14

60.17

71.53

94.74

48.14

120.9

122.18

227

82.19

79.32

101.3
8

128.71

73.01

1.7197

1.7128

1.9183

1.7366

1.7115

1.6991

1.6096

1.8956

1.7306

1.8295

1.7062

1.7103

1.6901

1.8872

1.5978
2.0867

1.7094

1.7004

1.7093

1.8305
1.7313

1.6956

1.7857
1.7777

1.7204

2.1257
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172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

162.07

109.57

102.46

108.5

110.11

108.04

109.47

99.7

102.88

115.11

113.96

80.73

93.48

105.31

95.13

87.09

100.65

154.77

123.71

134.14

95.78

133.45

126.76

110.11

100.85

139.32

197.7

169.55

147.13

144.36

149.54

158.7

163.78

136.18

158.6

166.57

147.88

122.42

134.2

147.43

142.77

121.49

145.34

177.05

130.73

183.24

132.22

175.11

185.72

145.38

148.93

185.4

291.62

203.35

203.58

187.39

213.01

22442

214.85

98.56

196.65

217.53

216.39

153.73

200

213.19

165.68

142.13

194.09

248.05

202.09

262.69

175.07

196.04

228

205.79

216.06

240

281.63

204.07

166.36

26.82

193.01

177.02

170.97

101.25

173.9

212.75

43.17

136.92

151.25

115.84

74.46

42.95

171.47

199.58

181.59

272.41

185.33

57.56

229.84

31.06

212.28

207.76

150.69

31.14

55.45

136.05

124.64

70.34

110.83

167.6

36.77

147.51

169.96

21.21

70.26

128

112.11

111.36

46.32

92.66

68.43

33.62

122.19

143.29

39.29

177.39

143.54

99.32

41.48

111.73

90.29

93.46

106.49

49.49

89.44

106.17

46.88

97.97

72.16

69.12

100.8

9.7

43.91

93.24

93.23

100.57

166.41

94.15

138.66

18.03

46.16

57.21

87.85

87.2

37.97

86.88

74.63

75.82

104.64

135.85

113.44

100.64

109.8

96.21

98.14

104.61

98.11

101.23

129.88

113.86

84.2

87.85

110.1

104.71

81.99

103.75

135.69

102.42

140.62

95.21

120.34

121.33

113.53

109.86

124.87

201.29

159.59

159.58

143.48

147.9

182.7

167.22

131.79

168.69

152.18

157.7

115.49

153.76

164.92

152.86

123.23

146.11

190.07

134.97

188.1

115.95

185.22

160.56

144.26

146.01

172.19

267.33

207

186.08

168.09

199.19

217.27

206.29

184.56

195.18

219.05

48.73

160.12

186.02

202.16

159.19

1065.1

184.04

249.88

192.02

248.01

185.33

205.04

220.82

187.17

203.02

247.37

247.97

183.31

164.24

64.07

203.88

180.71

182.06

205.18

167.13

202.65

203.66

125.32

171.14

157.15

72.99

126.75

163.78

191.85

184.55

239.88

191.59

31.02

219.06

24.33

183.64

223.43

165.89

55.15

62.23

145.17

134.9

90.87

37.82

133.05

38.84

47.99

50.85

48.75

76.18

102.21

32.12

71.22

104.04

71.87

72.42

118.09

185.61

157.2

162.93

122.33

39.45

115.26

122.33

96.51

45.05

84.25

106.78

41.11

82.11

94.36

184.34

52.13

84.4

100.4

96.89

87.2

82.93

69.78

106.21

156.71

86.45

69.03

55.71

141.24

97.52

51.66

71.31

73.55

39.81

92.7

70.94

1.7098

1.7206

1.7003
1.8994

1.4688

1.8929

1.7205

1.7859

1.7112

1.8242

1.9799

1.9219

1.7124

1.6758

1.8835

2.0927

1.7013

1.6987

1.6876

1.7230

1.4692

1.8916

1.6066
1.9538

1.5973

1.7116
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198

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

127.55

132.41

114.83

122.88

128.83

112.83

121.94

1123

112.17

126.97

119.61

107.5

108.69

158.68

182.88

188.05

186.62

191.16

143.55

159.52

167.3

149.68

197.92

189.86

132.34

1614

219.05

263.49

242.3

237.89

217.09

209.46

243.98

195.16

214.75

235.73

252.23

198.57

215.22

35.73

201.1

220.34

36.25

161.54

213.44

93.73

182.66

195.06

213.7

216.92

191.86

199.12

123.03

118.7

145.14

149.25

89.58

70.27

140.79

76.02

83.61

102.34

125.74

103.03

47.68

74.71

77.03

95.36

181.5

77.04

119.62

122

83.81

80.67

94.53

84.86

104

99.52

91.74

111.63

138.19

126.66

114.22

126.74

110.04

124.89

106.8

106.74

118.27

119.26

99.65

112.68

159.65

173.97

179.05

184.38

177.43

148.62

170.64

166.3

146.77

179.93

193.23

151.51

165.74

207.32

247.07

253

229.01

247.15

193.9

234.46

181.63

203.03

229.8

236.87

198.63

212.79

217.92

206.12

235.76

185.27

252.19

175.49

197.8

84.15

176.8

214.53

201.93

199.84

219.78

38.07

88.23

34

103.55

146.64

67.25

75.43

148.15

49.64

47.04

109.11

131.41

157.67

138.52

101.21

135.21

107.16

144.22

102.97

119.43

94.08

96.52

113.32

99.71

1.8419

1.6969

1.7250

1.8018

1.7673

1.6874

1.6974

1.8377

1.7056

1.7171

1.6917

1.4705

1.5873




A 251 B 361
o £ 24-
@ o
= 2
[v] W
o @ 324
o 39 o
£ £
@ @
= = 30
30
ago. 15 sep. 01 sep. 15 ago. 15 sep. 01 sep. 15
Periodo de incubacion Periodo de incubacion
C D 36 1
3501 .
(] (®]
o °_ 34
o i
=i 3251 =i
i i
o o 32
Q. Q.
£ 30.01 £
@ @
= F 301
27.51
ago. 15 sep. 01 sep. 15 oct. 01 ago. 15 sep. 01 sep. 15 oct. 01
Periodo de incubacion Periodo de incubacion
E 361
o
\@/34~
2
i
@ 321
£
@
}_
30

Periodo de incubacion

Anexo 2: Variacion de temperatura a lo largo de los periodos de incubacién en la temporada de

anidacion 2019. Se observan las variaciones de temperatura de incubacidn en los diferentes nidos
(A-E).
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